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Abstract
The humoral immune response to a pathogen is associated with specific changes
in the antibody repertoire. Because of the enormous complexity of the immune
system, a quantitative determination of this process, i.e. the analysis of antigen-
antibody interactions requires high-throughput measuring tools, such as the peptide
microarray technology. Although microarrays are frequently used for serological
diagnostics and identification of molecular disease markers, there are few reports
that determine the technological reliability of peptide microarray studies. The
lack of standardized production and hybridization conditions causes an enormous
technological variability of peptide microarray measurements. The aim of this work
is to elaborate quality criteria for antibody-peptide binding measurements using the
peptide microarray technology with the objective to optimize this high-throughput
method for quantitative and qualitative binding assays.
By using a model system, the dissociation constants of antibody-peptide complexes
are systematically compared with obtained signal intensities. We have chosen a
system of binding partners composed of the anti-p24 (HIV-1) monoclonal antibody
CB4-1 and an array of 26 different peptides for which the CB4-1 binding affinity has
independently been measured by surface plasmon resonance (SPR) binding assays.
The accuracy of signal intensity (SI) measurements is characterized by correlating
SI with the dissociation constant (KD) using a phenomenological model that is
derived from the mass action law. It is shown that SIs obtained by probing peptide
microarrays accurately reflect the dissociation constants of the antibody-peptide
complexes. In addition, a method is developed that enables to assign a peptide to
one of two binding affinity classes by the measured signal intensity.
Furthermore, a method that does not require any a priori knowledge about specific
antigens, involving the measurement of antibody binding profiles on random peptide
libraries, is established. By means of experiments with affinity-matured monoclonal
antibodies derived from human blood IgG+ memory B cells, for which the reactivity
has independently been measured by Tiller et al., it is first demonstrated that
random peptide libraries are a powerful tool for visualization and measuring antibody
polyreactivity. Moreover, experiments with antibody mixtures in serum compared
to single monoclonal antibodies have shown that antibodies strongly influence each
other with regard to their polyreactivity.
The assignment of serum-antibody binding profiles using random peptide microar-
rays for the purpose of serological diagnostics constitutes a major part of this work.
Therefore, the technological influencing factors to the measured signal intensity
were firstly determined and an appropriate experimental protocol is provided. By
means of various experiments, the microarray batch, the peptide library, the blocking
procedure as well as the data acquisition method are analyzed in terms of their
contribution to the variability of antibody-peptide binding assays. Special attention
is laid on the detection system and its influence on the signal intensity. A method
based on the signal-to-noise ratio of each measured spot was developed to detect
false positive signals. Furthermore, experiments with mixtures of different secondary
antibodies reveal that cross-reactivity is not negligible in some detection systems.
Optimizing all examined influencing factors provides a basis for a significant reduc-
tion of technological variability and enables the extraction of high-quality data from
peptide microarray experiments.
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Finally, by means of three sample data sets, the ability of random peptide microar-
rays to serve as method of serological diagnosing infectious diseases, autoimmune
diseases and cancer is demonstrated. Several statistical methods including feature
selection are applied to classify and predict healthy and diseased individuals. By
means of feature selection, the peptides that are exceptionally appropriate to dis-
criminate between the investigated groups are identified. We emphasize that the
found peptides do not necessarily have to be related to antigens in order to serve
as potential diagnostic markers. This study attaches special importance to the
reliability and robustness of extracted microarray data. Several experiments prove
that the diagnostic reliability is not affected by fluctuations in the data sets caused
for example by genetic differences.
This thesis indicates present problems of the peptide microarray technology and
presents further developments on the way to minimal-invasive serological diagnostics
that do not require any a priori knowledge about antigens, and thus about the
investigated diseases.
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Zusammenfassung
Die humorale Immunantwort eines Organismus auf ein Pathogen äußert sich in
einer Veränderung des Antikörperrepertoires. Eine quantitative Untersuchung dieses
Prozesses durch die Analyse von Antigen-Antikörper-Interaktionen oder die Identifi-
zierung Pathogen-spezifischer Marker erfordert aufgrund der enormen Komplexität
des Immunsystems, die Verwendung von Hochdurchsatztechniken, wie Protein- oder
Peptid-Mikroarrays. Obwohl diese Technologie bereits breite Anwendung bei der
Identifizierung von Biomarkern und zur serologischen Diagnose gefunden hat, gibt es
bisher nur wenige Studien, die die Verlässlichkeit von Mikroarray-Bindungsmessungen
untersuchen. Aufgrund des Fehlens standardisierter technologischer Bedingungen
zur Herstellung und Hybridisierung von Peptid-Mikroarrays, unterliegt die Messung
von Antigen-Antikörper-Interaktionen einer außerordentlich großen Variabilität. In
dieser Arbeit werden Bewertungskriterien für die Qualität von Antikörper-Peptid-
Bindungsstudien unter Verwendung der Peptid-Mikroarraytechnologie herausgear-
beitet, mit dem Ziel, diese Hochdurchsatzmethode für qualitative und quantitative
Antikörper-Peptid-Bindungsmessungen zu optimieren.
Anhand eines Modellsystems, das aus dem monoklonalen anti-p24 (HIV-1) An-
tikörper CB4-1 und 26 verschiedenen Peptiden, die mit unterschiedlicher Affinität
an CB4-1 binden, besteht, werden systematisch die Bindungsdissoziationskonstan-
ten der jeweiligen Antikörper-Peptid-Komplexe mit den durch Peptid-Mikroarray-
Bindungsmessungen erhaltenen Signalintensitäten verglichen. Ein phänomenologi-
sches Modell, das vom Massenwirkungsgesetz abgeleitet ist, dient der Bestimmung der
Genauigkeit von Signalintensitätsmessungen. Es wird gezeigt, dass die gemessenen
Signalintensitäten die Bindungsdissoziationskonstante durch das Modell gut wieder-
geben. Außerdem wird eine Methode dargestellt, die eine qualitative Bestimmung der
Bindungsaffinität, d.h. die Klassifizierung eines Peptids als Binder oder Nichtbinder,
ermöglicht.
Darüber hinaus wird die Messung von Antikörperbindungsprofilen gegenüber
Zufallspeptidbibliotheken, als eine Klassifizierungsmethode, die kein a priori Wissen
voraussetzt, etabliert. Es kann erstmals gezeigt werden, dass anhand von Zufallspeptid-
Mikroarray-Bindungsexperimenten mit affinitätsgereiften monoklonalen Antikörpern,
die von humanen IgG+ Gedächtnis-B-Zellen abstammen, und deren Reaktivität von
Tiller et al. bestimmt wurde, die Polyreaktivität monoklonaler Antikörper gemessen
werden kann. Des Weiteren haben Experimente mit Antikörpermischungen in Serum
im Vergleich zu einzelnen monoklonalen Antikörpern gezeigt, dass Antikörper sich
gegenseitig stark hinsichtlich ihrer Polyreaktivität beeinflussen.
In dieser Arbeit wird die Messung von Serumantikörperbindungsprofilen gegenüber
Zufallspeptidbibliotheken als Methode der serologischen Diagnostik verwendet. Hierzu
werden zunächst die technologischen Einflussfaktoren auf die gemessenen Fluoreszenz-
signalintensitäten ermittelt und ein geeignetes experimentelles Protokoll herausgear-
beitet. Durch zahlreiche Experimente wird der jeweilige Beitrag der Mikroarraycharge,
der Peptidbibliothek, des Blockierungsverfahrens, der Probenkonzentration sowie des
Datengewinnungsprozesses zur Variabilität von Serumantikörper-Peptid-Bindungs-
messungen analysiert. Im besonderen Fokus steht die Rolle des Detektionssystems
und dessen Einfluss auf die gemessene Signalintensität. Der Anteil unspezifischer
Sekundärantikörperbindung wird ermittelt und ein Verfahren entwickelt, das falsch-
positive Signale von der Datenanalyse ausschließt. Ferner wird die Kreuzreaktivität
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von Sekundärantikörpermischungen in verschiedenen Detektionssystemen untersucht.
Die Optimierung aller untersuchten experimentellen Einflussfaktoren ermöglicht die
Gewinnung qualitativ hochwertiger Bindungsdaten.
Anhand dreier Beispieldatensätze wird die serologische Diagnose von Infektions-
krankheiten, Autoimmunkrankheiten und von Krebs mittels Zufallspeptid-Mikro-
arrays demonstriert. Mithilfe von Merkmalsselektion werden Peptide selektiert, die
besonders geeignet sind, um zwischen gesunden und kranken Individuen zu unter-
scheiden. Es wird gezeigt, dass diese Peptide nicht biologisch relevant sein müssen,
um als spezifische Biomarker einer Krankheit zu fungieren. Besondere Bedeutung
wird der Untersuchung der Zuverlässigkeit und Robustheit der Methode gegenüber
schwankenden experimentellen Bedingungen beigemessen. So wird experimentell
gezeigt, dass die diagnostische Zuverlässigkeit beispielsweise nicht durch genetische
Unterschiede beeinträchtigt wird.
Die vorliegende Arbeit gibt Aufschluss über vorhandene Probleme der Mikroarray-
Technologie, stellt Lösungsansätze vor und arbeitet bedeutende Weiterentwicklungen
auf dem Weg hin zu einer minimal-invasiven serologischen Diagnostik heraus, die
kein a priori Wissen über Antigene voraussetzt.
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1 Einleitung
Durch die zunehmend komplexer gewordenen Fragestellungen in der naturwissenschaftli-
che Forschung, erfährt diese derzeit einen grundlegenden Wandel. Statt der bisherigen
strikten Trennung der Wissenschaften Chemie, Physik, Biologie und Medizin ist die
Vorgehensweise in der Forschung immer mehr durch interdisziplinäre Ansätze geprägt. So
können z.B. chemisch modifizierte Proteine fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht
werden und dienen so der Untersuchung zellbiologischer Vorgänge. Vor allem komplexe
biologische Prozesse, wie sie sich beispielsweise bei der Immunabwehr abspielen, können
daher mittlerweile in molekularer Auflösung verstanden werden.
1.1 Das Immunsystem
Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk, das mit Organen, Immunzellen und
anderen Komponenten an der Regulation sämtlicher Körperfunktionen beteiligt ist. Die
primäre Funktion des Immunsystems ist die Erkennung und Zerstörung von Bakterien,
Viren und anderen Parasiten, die von außen in den Organismus eingedrungen sind. Für
diesen Zweck besitzt es die Fähigkeit, fremde von eigenen Molekülen zu unterscheiden.
Versagt dieser Mechanismus und reagiert das Immunsystem gegen Zellen und Moleküle
des eigenen Körpers, können Autoimmunerkrankungen, wie Multiple Sklerose, die Folge
sein [140]. Das Immunsystem besteht aus einer spezifischen und einer unspezifischen
Immunabwehr, die sich bei einer Immunantwort gegenseitig ergänzen [77].
Das unspezifische Immunsystem ist in der Lage Krankheitserreger (Pathogene) bereits
beim ersten Kontakt unschädlich zu machen, man nennt es daher auch das angeborene
Immunsystem. Neben physiologischen Barrieren, wie der Haut und der Magensäure sind
auch bakterizid wirkende Substanzen, wie Lysozym, das in Körpersekreten wie Speichel
und der Tränenflüssigkeit vorkommt und dort die Zellwand von Bakterien aufbricht,
wichtige Komponenten der unspezifischen Abwehr. Gelingt es dennoch einem Krankheits-
erreger in den Organismus zu gelangen, können Fresszellen (Phagozyten) charakteristische
Oberflächenstrukturen von Bakterien (Lipopolysaccharide) erkennen, diese an sich bin-
den und phagozytieren. Eine weitere Komponente der unspezifischen Abwehr stellt das
Komplementsystem dar. Bindung von Komponenten des Komplementsystems an fremde
Oberflächenstrukturen setzt eine Reaktionskaskade in Gang, die schließlich zu einer
Perforation der Fremdzellmembran führt. Allerdings kann das angeborene Immunsystem
nur eine begrenzte Anzahl von Pathogenen erkennen und ist außerdem nicht in der Lage
ein Gedächtnis auszubilden.
1
KAPITEL 1. EINLEITUNG
Anders als das angeborenen Immunsystem hat das spezifische Immunsystem die Fä-
higkeit, seine Abwehrmechanismen an jeden denkbaren Krankheitserreger anzupassen,
um diesen effektiv zu bekämpfen. Es wird daher auch als erworbenes oder adaptives Im-
munsystem bezeichnet. Die Fähigkeit des Immunsystems auf unterschiedlichste Antigene
hochspezifisch reagieren zu können, lässt sich anhand der Theorie der klonalen Selektion
nach Burnet erklären [23]. Diese besagt, dass zunächst eine Vielfalt von Lymphozyten
mit unterschiedlichen Spezifitäten entsteht, anschließend aber nur die Zellen ausgewählt
werden, welche die Fähigkeit besitzen ein Antigen spezifisch zu binden. Das adaptive
Immunsystem wird grob in das zelluläre und das humorale Immunsystem eingeteilt.
Die zelluläre Immunität wird durch T-Zellen vermittelt; den T-Helfer-Zellen, welche die
Aktivität anderer Zellen des Immunsystems verstärken und regulieren, sowie den zytoto-
xischen T-Zellen, die unmittelbar an der Abwehr von Infektionen durch die Vernichtung
der infizierten Zellen beteiligt sind. Die humorale Immunität basiert auf der spezifischen
Aktivierung von B-Zellen, deren Differenzierung zu Plasmazellen und der Produktion
von Antikörpern (Immunglobuline).
1.1.1 Antigene
Als Antigene bezeichnet man körperfremde Substanzen, die eine humorale oder zellulä-
re Immunantwort auslösen. Die unterschiedlichsten chemischen Verbindungen können
Antigene darstellen. Die am besten untersuchten Antigene sind jedoch Proteine und
Polysaccharide, die in löslicher Form oder als Teil komplexer Strukturen (z.B. Bakterien-
zellwand) stark immunogen wirken. Der Teil eines Antigens, der an einen Antigenrezeptor
(B-Zellrezeptor oder T-Zellrezeptor) bindet, wird als Epitop bezeichnet, wobei ein An-
tigen in der Regel mehrere Epitope enthält. Die Größe eines Epitops lässt sich auf ca.
15 Aminosäuren abschätzen, der Anzahl von Kontaktaminosäuren bei einer Antigen-
Antikörper-Bindung [15]. Jedoch tragen nur fünf dieser Aminosäuren, die sogenannten
Schlüsselaminosäuren, stark zur Bindungsaffinität bei. Ein Austausch der Schlüssela-
minosäuren würde zum kompletten Bindungsverlust führen, während die übrigen zehn
Aminosäuren die Bindungsstärke nur schwach oder gar nicht beeinflussen [40]. Das Epitop
kann in der Primärstruktur des Proteins aus einem Segment bestehen, was als lineares bzw.
kontinuierliches Epitop bezeichnet wird. Hingegen setzt sich ein diskontinuierliches bzw.
Konformationsepitop aus verschiedenen Abschnitten der Aminosäuresequenz zusammen,
die durch Faltung in räumliche Nähe gebracht werden [12]. Die Erkennung diskontinuier-
licher Epitope durch Antikörper setzt demnach eine native Antigen-Konformation voraus.
Lediglich 10% aller Antikörper binden lineare Epitope [119].
1.1.2 Antikörper
Antikörper (Immunglobuline) sind von Plasmazellen sezernierte Glykoproteine, die im
Blut und anderen Körperflüssigkeiten zirkulieren und spezifisch an das Antigen binden,
für das die entsprechende B-Zelle im Laufe ihrer Entwicklung selektiert wurde.
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Abbildung 1.1: Antikörperstruktur. Die zwei schweren und leichten Ketten sind über Disulfidbrücken
(S-S) miteinander verbunden. Die N-terminalen Enden der variablen Regionen der schweren und leichten
Ketten bilden zwei Antigen-Bindungsstellen aus. Der konstante Teil der schweren Ketten bestimmt die
Antikörperklasse, die die Effektorfunktion des Immunglobulins definiert.
Die Grundstruktur aller Antikörpermoleküle setzt sich aus jeweils zwei leichten (light,
IgL) und schweren (heavy, IgH) Polypeptidketten, die durch Disulfidbrücken miteinander
verbunden sind, zusammen (Abb. 1.1). Die schweren Immunglobulinketten lassen sich
in fünf Haupttypen (µ, γ, α, δ, ) unterteilen, die sich in ihrem Glykosylierungsmuster
unterscheiden und die Klasse (IgM, IgG, IgA, IgD, IgE) des jeweiligen Antikörpers
definieren. Die leichten Ketten kommen in zwei Haupttypen vor (κ, λ). Bei der Be-
trachtung der Antikörperstruktur im Hinblick auf die strukturelle Variabilität ergibt
sich die Unterscheidung in variable (V) und konstante (C)-Region. Während in den
N-terminalen Domänen der leichten und schweren Ketten die Sequenzvariabilität sehr
groß ist (variable Region), sind die Aminosäuresequenzen der übrigen Domänen bei allen
Antikörpermolekülen innerhalb einer Klasse sehr ähnlich und werden daher als konstante
Regionen bezeichnet. Die variablen Regionen der schweren und leichten Ketten bilden
zusammen zwei Antigen-Bindungsstellen aus. Die Kontaktregion des Antikörpers zum
Antigen wird als Paratop bezeichnet.
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Je nach Klassenzugehörigkeit können Antikörper durch spezifische Antigenbindung
unterschiedliche Funktionen erfüllen.
1. Neutralisation des Pathogens. Erkennt ein Antikörper z.B. ein Toxin, kann dieser
Antikörper die Wirkung des Toxins neutralisieren, indem er dessen Bindung an
einen zellulären Rezeptor verhindert.
2. Opsonisierung des Pathogens. Durch Bindung eines Antikörpers an Mikroorga-
nismen, werden diese für verschiedene Zelltypen (z.B. Makrophagen) erkennbar
gemacht, die dann mittels Fc-Rezeptoren den konstanten Teil der Antikörper binden
und das Pathogen phagozytieren.
3. Aktivierung des Komplementsystems. Eine Antikörperbindung an zelluläre Struktu-
ren kann Komplement-vermittelt zytotoxisch wirken oder eine zelluläre Zytotoxizität
induzieren.
Welche dieser Effektorfunktion ausgeübt wird, hängt von der Immunglobulinklasse
des Antikörpers ab. So wirkt beispielsweise lösliches IgM, ein Pentamer aus fünf An-
tikörpereinheiten, sehr stark komplementaktivierend. Bei einer akuten Infektion wird
es als erstes gebildet und kann daher zum Nachweis einer kürzlich erfolgten Infektion
herangezogen werden.
1.1.3 Diversität des Antikörper-Repertoires
Das Immunsystem muss in der Lage sein, eine Vielzahl von Antikörpern unterschiedlicher
Spezifität zu bilden, um die Funktion der Antikörper, die Erkennung jedes möglichen Pa-
rasiten, zu gewährleisten. Entscheidend für die Diversität der Antikörper ist die variable
Region (V). Die V-Region der schweren Kette wird durch drei verschiedene Genseg-
mente codiert, dem V-Gensegment (variable), dem D-Gensegment (diversity) und dem
J-Gensegment (joining) die während der Reifung der Lymphozyten durch somatische
Rekombination zu einem Gensegment zusammengelagert werden. Die so entstandene
kombinatorische Vielfalt [152] lässt sich unter Einbeziehung sämtlicher funktioneller
V-(D-)J-Kombinationen berechnen und ergibt etwa 3.3 x 106 rein keimbahnkodierte
Möglichkeiten der Bildung funktioneller B-Zell-Rezeptoren und somit auch Antikörper
[111].
Ein Mechanismus, der zur weiteren Diversifizierung des Antikörperrepertoires, zur
sogenannten junktionalen Vielfalt führt, ist die Insertion und Deletion von Nukleotiden
während der Verknüpfung der V-, (D-) und J-Segmente. Die durch diese Prozesse, die
ohne Antigenkontakt ablaufen, entstandenen B-Lymphozyten bilden das sogenannte
Prä-Immunrepertoire. Der Mensch besitzt etwa 109 bis 1010 verschiedene B-Lymphozyten
[77].
Eine weitere Diversifizierung der variablen Genabschnitte der Immunglobuline, die
somatische Hypermutation, beginnt mit Teilung des aktivierten B-Lymphozyten nach
Antigenkontakt. Dieser Prozess findet in den Keimzentren der sekundär lymphatischen
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Organe statt. Dabei werden in die rearrangierten Gene der variablen Regionen einer
naiven B-Zelle in unterschiedlichem Umfang Punktmutationen eingefügt. Erhöht sich da-
durch die Affinität des B-Zell-Rezeptors für das Antigen, werden diese B-Zellen selektiert.
Dieser Prozess wird daher auch als Affinitätsreifung bezeichnet [112, 169]. Schließlich
erhöht der Isotyp-Klassenwechsel zusätzlich den Grad der Diversität. Wie bereits be-
schrieben, üben unterschiedliche Antikörperklassen unterschiedliche Funktionen aus, die
durch die Interaktion mit verschiedenen Ig Fc Rezeptoren [128] oder Komponenten des
Komplementsystems [25] vermittelt werden.
1.1.4 Antikörpererkennung
Affinität und Avidität
Die Bindung des Antigens an den Antikörper erfolgt über nicht-kovalente Bindungen.
Voraussetzung für eine Antigen-Antikörper-Wechselwirkung ist daher die räumliche
Nähe und Komplementarität der Antigen- und Antikörper-Strukturen. Je besser sich
Antigen und Antikörper in ihrer räumlichen Struktur entsprechen, desto mehr Bindungen
können eingegangen werden und desto höher ist die Bindungsaffinität. Für ein System
im Gleichgewicht ist die Bindungsaffinität durch die Bindungskonstante K definiert.
K = [AgAk][Ag] · [Ak] (1.1)
Die Stärke einer Antigen-Antikörper-Bindung wird außerdem von der sogenannten
Avidität bestimmt. Die Avidität einer Antigen-Antikörper-Bindung hängt von der Valenz,
also der Anzahl der Bindungen, die der Antikörper zum Antigen ausbildet, ab. Bildet
ein Antikörper zehn Bindungen zu einem Antigen aus, ist die Wahrscheinlichkeit, dass
alle Bindungen gleichzeitig dissoziieren außerordentlich gering [1]. Dieser kooperative
Effekt erhöht die Bindungsstärke um ein Vielfaches, was vor allem in der frühen Phase
der Immunantwort, wo noch keine Affinitätsreifung stattgefunden hat, von Bedeutung ist.
Antikörper sind in der Regel bivalent (IgG, IgE, IgD), d.h. es stehen zwei Antigenbin-
dungsstellen zur Verfügung. IgM Antikörper hingegen liegen meist in einer pentameren
Struktur vor, d.h. sie verfügen über zehn Antigenbindungsstellen und somit über eine
große Avidität.
Spezifität, Kreuzreaktivität und Polyspezifität
Antikörper, die im Zuge einer Immunantwort gegen ein bestimmtes Antigen gebildet
wurden, können dieses mit hoher Affinität und hoher Spezifität binden. Diese grundsätz-
liche Eigenschaft des adaptiven Immunsystems beschreibt dieses jedoch nicht vollständig.
Ebenfalls häufig beobachtete Phänomene sind Antikörper-Kreuzreaktivität, also die Fä-
higkeit eines Antikörpers außer an sein Epitop auch an Epitop-homologe Strukturen zu
binden und Antikörper-Polyspezifität, welche durch die Bindung eines Antikörpers an
Epitop-nicht-homologe Strukturen definiert werden kann [81, 84].
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Der lange Zeit vorherrschenden Meinung, dass hochaffine Antikörper auch monos-
pezifisch sind, d.h. nur ein Epitop erkennen, konnten im Zuge der Entwicklung von
Hochdurchsatzmethoden zur Untersuchung von Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen
zahlreiche Studien entgegengesetzt werden, die monoklonale affinitätsgereifte Antikörper
als polyspezifisch identifizieren konnten [2, 9, 42, 84, 120]. Was lange als unerwünschter
Nebeneffekt der Antikörpererkennung galt, wurde inzwischen als ein wichtiges Merkmal
des adaptiven Immunsystems, z.B. bei der Erkennung von Antigenvarianten [90], postu-
liert. So sind natürliche Antikörper, die typischerweise zur Klasse der IgM Antikörper
gehören, in der Lage, viele verschiedenen Antigene mit geringer Affinität zu binden [10].
Sie spielen daher in der frühen Phase einer Infektion, in der noch keine Affinitätsreifung
stattgefunden hat, eine wichtige Rolle [113].
Im Gegensatz dazu, wird Kreuzreaktivität von Antikörpern als ein auslösender Faktor
bei der Entstehung von Autoimmunkrankheiten, wie rheumatoider Arthritis postuliert
[115, 116]. Autoimmunkrankheiten sind die Folge einer Immunreaktion gegen körpereigene
Zellen und Gewebe. Ein Antikörper, der gegen eine fremde Struktur gebildet wurde, kann
auch körpereigene Antigene binden, wenn diese strukturell oder sequenziell dem Fremdan-
tigen ähnlich sind, und so eine Autoimmunreaktion auslösen [48]. Eine Autoimmunkom-
ponente wird z.B. bei der Entstehung von AIDS-Demenz-Komplex, einer HIV-assoziierten
neurologischen Störung, vermutet, da in zahlreichen Studien anti-gp41 (HIV) Antikör-
per gefunden wurden, die auch Reaktivität gegen Proteine des Zentralnervensystems
aufweisen [92, 98, 144, 166]. Normalerweise werden autoreaktive B-Lymphozyten, die
Autoantikörper produzieren können, bereits während ihrer Entwicklung im Knochenmark
eliminiert. So zeigen etwa 75% der durch Immunglobulin-Genrekombination entstandenen
B-Lymphozyten Autoreaktivität, jedoch nur noch 20% der gereiften naiven B-Zellen
[159]. Es gibt zahlreiche Beispiele, die die Kosten und Nutzen der Antikörperpolyspezifi-
tät darlegen, jedoch wurde das Ausmaß der Polyspezifität von Antikörpern bisher nur
unzureichend untersucht.
Bisherige Studien untersuchten vor allem die strukturellen Voraussetzungen und Eigen-
schaften der Antikörper-Polyspezifität. Die geringere Spezifität von naiven Antikörpern
wurde durch eine hohe Flexibilität ihrer Antigenbindungsregion begründet, während
gezeigt werden konnte, dass affinitätsgereifte IgG-Antikörper wohldefinierte Bindungs-
regionen aufweisen, was die Bindung des Antigen nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip
ermöglicht [161]. Im Gegensatz dazu konnte durch Röntgenstrukturanalyse am Beispiel
des monoklonalen anti-p24 (HIV-1) Antikörpers CB4-1 in verschiedenen CB4-1-Peptid-
Komplexen gezeigt werden, dass zwei sequenziell und strukturell unterschiedliche Peptide
sowohl in derselben Antikörper-Paratopregion [84], als auch in unterschiedlichen Pa-
ratopregionen gebunden werden können [81], woraus man auch für affinitätsgereifte
Antikörper auf eine gewisse Flexibilität der Bindungsregion schließen kann. Über die
molekularen Voraussetzungen dieses Phänomens ist bislang wenig bekannt. Eine Studie,
in der die intra- und intermolekularen Interaktionen in Antigen-Antikörper-Komplexen
untersucht wurden, zeigte, dass spezifische Antikörper ihr Antigen vorzugsweise über
elektrostatische Wechselwirkungen binden, während unspezifische Antikörper vorwiegend
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über hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Antigen interagieren [145].
Inwieweit ein Antikörper als kreuzreaktiv oder polyspezifisch beschrieben werden kann,
wurde bisher nur unzureichend definiert. Als ein Maß für Kreuzreaktivität wurde die
relative Bindungskonstante eines nativen und mutierten Epitops zu einem monoklonalen
Antikörper postuliert [16]. Ein monoklonaler Antikörper bindet Antigen A mit der Affinität
KA und Antigen B mit der Affinität KB. Ist die Affinitätsverhältnis groß (KA/KB > 103),
kann der Antikörper als hochspezifisch für Antigen A angesehen werden. Ist dieses
Verhältnis klein, ist der Antikörper unspezifisch, also kreuzreaktiv. Die Anwendbarkeit
diese Methode ist dadurch eingeschränkt, dass alle möglichen Bindungspartner eines
Antikörpers bekannt sein müssen und die Affinität des Antikörpers zu jedem seiner
Antigene bestimmt werden muss, weshalb sie nur zur Untersuchung weniger Antikörper
praktikabel ist.
Eine allgemeingültigere Methode zur Bestimmung eines Maßes für Antikörper-Poly-
spezifität basiert auf der Untersuchung von Antikörpern hinsichtlich ihrer Bindung an
vier allgemeine Antigene, die eine Vielzahl von Antigenen repräsentieren sollen [149, 159].
Dazu zählen einzelsträngige DNA, doppelsträngige DNA, Lipopolysaccharid und Insulin.
Bindet ein Antikörper an mehr als eines dieser Antigene wird dieser als polyreaktiv
definiert. Dennoch ist die Methode durch die Verwendung von nur vier Antigenen
eingeschränkt. Die Verwendung von Hochdurchsatzverfahren ermöglicht die Untersuchung
der Antikörperbindung an weitaus mehr als vier Antigene und stellt daher eine äußerst
vielversprechende Methode zur Untersuchung von Antikörper- Kreuzreaktivität und
Polyspezifität dar.
1.2 Immunologische Testverfahren
Antikörper stellen wegen ihrer besonderen Struktur und der daraus resultierenden hohen
Bindungsspezifität wichtige Werkzeuge in der medizinischen Diagnostik und Forschung
dar. Besonders monoklonale Antikörper gewinnen seit der Einführung der Hybridom-
technik [82] mehr und mehr an Bedeutung. Sie dienen vor allem dem qualitativen und
quantitativen Nachweis biologisch aktiver Substanzen, die z.B. bei Krankheiten als spezi-
fische Biomarker gelten. Die sogenannte Immundiagnostik, die die spezifische Erkennung
von Antigen durch Antikörper nutzt, dient der Identifikation von Giftstoffen, Krankheits-
erregern oder Proteinen, die eine bestimmte Krankheit charakterisieren. Solche Biomarker
können durch spezifische Antikörper in Blut, Urin und Speichel aber auch in Serum
und Plasma nachgewiesen werden. Andererseits können auch direkt krankheitsspezifische
Antikörper nachgewiesen werden, insbesondere bei Allergien, Autoimmunkrankheiten
und vielen Infektionskrankheiten werden solche Tests zur Diagnose herangezogen. Weite-
re Anwendungsgebiete der Immundiagnostik sind Schwangerschaftstests, der Nachweis
illegaler Drogen und Dopingmittel, sowie die Überwachung von Arzneistoffen im Körper
(Drug monitoring). [17, 21, 24, 148]
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1.2.1 Hochdurchsatztechniken
Obwohl viele immundiagnostische Methoden bereits im klinischen Alltag verwendet
werden [58, 103], beschränkt sich deren Anwendbarkeit auf vergleichsweise wenige Pro-
ben. Nur einzelne Antigen-Antikörper-Interaktionen können betrachtet werden. Eine
schnelle, automatisierte und parallele Untersuchung spezifischer Antigen-Antikörper-
Wechselwirkungen ermöglichen Hochdurchsatztechniken, wie die bereits standardmäßig
zum Hochdurchsatz-Screening eingesetzten Mikrotiterplatten, die je nach Format die
parallele Untersuchung von wenigen hundert Proben ermöglicht [57, 110]. Mikroarrays
stellen eine Miniaturisierung dieser Technik dar. Mikroarrays sind chemisch modifizierte
Oberflächen, wie Glas- oder Siliziumobjektträger, auf denen viele verschiedene Substanzen,
wie DNA, Proteine, Peptide oder Wirkstoffe ortsaufgelöst immobilisiert sein können. Da
mehr Proben auf kleinerem Raum untergebracht werden können, ermöglichen Mikroarrays
die parallele Untersuchung von mehreren 10000 Proben in einem Experiment [33, 93].
1.2.2 Protein-Mikroarrays
Ein großer Anteil der heutigen Protein-Mikroarrays geht aus der etablierten DNA-
Mikroarray-Technik hervor. DNA-Mikroarrays, die eine robuste und gut charakterisierte
Hochdurchsatztechnologie darstellen, werden bereits für eine Vielzahl von Fragestellungen,
wie zur Analyse relativer Änderungen der Genexpression [35, 87, 91] oder zur Gendiagno-
stik [99] angewendet. Die Genexpressionsanalyse ermöglicht die Charakterisierung des
gesamten Transkriptoms, also des gesamten RNA Gehaltes einer Zelle [50]. Da nahezu
sämtliche Vorgänge in einer Zelle durch Proteine ausgeführt und reguliert werden, kann
aufgrund des Genexpressionsmusters keine vollständige Aussage über die Vorgänge in
einer Zelle getroffen werden. Transkriptom und Proteom, also der gesamte Proteingehalt
einer Zelle, sind nicht vergleichbar. Zum einen sind die Translationsraten variabel, so
wird nicht jede RNA in ein Protein translatiert bzw. können mRNAs noch prozessiert
werden [62]. Zum anderen setzt sich das Proteom nicht einfach aus Sequenzinformationen
der Proteine zusammen, sondern beinhaltet auch Informationen über ihre Proteinmenge,
über posttranslationale Modifikationen [146], ihre Lokalisation innerhalb der Zelle, ihre
Aktivität, Wechselwirkungen und Regulation. So können allein durch die Untersuchung
des mRNA-Transkripts Protein-Protein-Interaktionen nicht vorhergesagt werden.
Um ein vollständiges Bild über die komplexen Vorgänge in einer Zelle zu erhalten, bedarf
es der Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen, was wiederum aufgrund der
Komplexität des Proteoms nur durch Hochdurchsatztechniken, wie Protein-Mikroarrays,
überhaupt in sinnvollem Maßstab zu bewältigen ist. Die Umstellung auf die Proteinana-
lytik im Hochdurchsatzverfahren stellt eine große technologische Herausforderung dar.
Die Schwierigkeiten bei der Herstellung von Protein-Mikroarrays liegen vor allem in der
enormen physikalisch-chemischen Variabilität der Proteine und deren relativ niedrigen
Stabilität begründet. Proteine können leicht bei Markierung oder Immobilisierung de-
naturiert werden und verlieren dabei ihre biochemische Aktivität. Des Weiteren ist es
oft schwierig geeignete Immobilisierungs- und Detektionsstrategien für die heterogene
Gruppe der Proteine zu definieren. Nicht zuletzt ist die Technologie sehr kostspielig und
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aufwendig, da es keine einfache Methode wie PCR, zur Vervielfältigung von Nukleinsäuren,
gibt, um Proteine zu reproduzieren.
1.2.3 Peptid-Mikroarrays
Gegenüber Proteinen bieten Peptide viele Vorteile. Sie sind zum einem stabil und daher
leicht handhabbar. Die Funktionalität von Peptiden hängt zudem nicht von ihrem
Faltungszustand ab. Sie sind außerdem einfach und kostengünstig zu synthetisieren und
können gegebenenfalls chemisch modifiziert werden.
Herstellung von Peptid-Mikroarrays
Die Herstellung von Peptid-Mikroarrays (Abb. 1.2) setzt die Immobilisierung über eine
kovalente Bindung, vorzugsweise über eine chemoselektive Reaktion voraus, während
Makromoleküle wie DNA und Proteine durch physikalische Adsorption an der Oberfläche
eines Trägers fixiert werden können. Eine kovalente Immobilisierung verlangt die chemische
Modifizierung der Trägeroberfläche, um funktionelle Gruppen für die chemoselektive
Anbindung der Probe zu erschaffen. Mittlerweile werden Objektträger aus Glas oder
Plastik speziell für Mikroarrays mit unterschiedlichsten chemischen Modifizierungen der
Oberfläche kommerziell hergestellt. Zum Beispiel reagieren primäre Amine mit Aldehyd-
derivatisierten Glasträgern unter Ausbildung einer Schiffschen Base [95]. Diese und weitere
chemoselektive Reaktionen werden bei der Immobilisierung von Peptiden angewendet
[89, 167]. Im eigentlichen Immobilisierungsprozess wird die zu spottende Peptidlösung
auf die Trägeroberfläche übertragen. Dabei kann das sogenannte Kontaktdruckverfahren,
bei dem ein kleines, exaktes Volumen (von 0.5 bis 10 nl) der Peptidlösung über dünne
Nadeln mittels eines Roboters auf die Oberfläche übertragen wird, bzw. das Nicht-
Kontaktdruckverfahren [65, 114], bei dem die Peptidlösung über einen piezoelektrischen
Impuls auf die Oberfläche übertragen wird, angewendet werden. Für beide Verfahren ist
die Verwendung geeigneter Puffersysteme von enormer Wichtigkeit, denn sie beeinflussen
zusätzlich zu möglichen Kontaminationen der Nadeln die Form und Gleichmäßigkeit
der Spots entscheidend, was in einem ungünstigen Fall die Reproduzierbarkeit eines
Mikroarray-Experiments stark beeinträchtigen kann.
Detektionsverfahren
Es gibt zahlreiche Detektionsverfahren, die grob in zwei Hauptgruppen, die markierungs-
basierten und markierungsfreien Detektionen [49, 63, 168], eingeteilt werden können.
Unter den markierungsbasieten Verfahren werden am häufigsten Fluoreszenzmarkie-
rungen eingesetzt [118, 155]. Die Detektion kann durch die direkte Proteinmarkierung,
Markierung der Proteine mit z.B. Biotin, das dann mit fluoreszenzmarkierten Detektor-
molekülen z.B. Streptavidin detektiert wird und über mehrstufige Detektionsverfahren
(z.B. sekundäre Antikörper) erfolgen [49, 64, 110]. Die Fluoreszenzsignalintensität der
an die Peptide gebundenen Proteine wird dann mit einem Laserscanner gemessen. Die
markierungsfreien Detektionsverfahren bieten den entscheidenden Vorteil, dass sie ohne
Detektormolekül, das zur Denaturierung von Proteinen oder einer möglichen Blockierung
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Oberflächenfunktionalisierung
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Peptid - Mikroarray
X
Glasträger
Analytinkubation und Detektion
X
Peptid
X
Peptid
derivatisierter Glasträger
X
derivatisierter Glasträger
Peptid - Mikroarray
X
Peptid
A
B
C
O
H
O
O
SX=
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Abbildung 1.2: Herstellung von Peptid-Mikroarrays. A: Die Oberfläche handelsüblicher Objektträger
wird chemisch so modifiziert, dass funktionelle Gruppen für die chemoselektive Anbindung der Pep-
tide entstehen. Diese können u.a. Aldehyd- [95], Epoxy- [167] oder Thioester-Gruppen [89] sein. B:
Peptide werden durch ein Druckverfahren (z.B. Kontakt- oder Nicht-Kontaktdruckverfahren) auf der
Glasträgeroberfläche ortsaufgelöst immobilisiert. C: Nach Inkubation einer biologischen Probe erfolgt
die Bindungsdetektion. Hier ist die Detektion über einen fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper
dargestellt.
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des Epitops führen kann, funktionieren. Eines der erfolgversprechendsten Verfahren zur
markierungsfreien Bindungsdetektion ist die Oberflächenplasmonenresonanz (SPR), bei
der eine Analytbindung auf der Mikroarrayoberfläche, eine messbare Veränderungen
des Lichtreflexionswinkels bewirkt [74, 132, 137]. Die Nachteile von markierungsfreien
Detektionsverfahren, wie Aufwendigkeit, teure Gerätschaften, ungenügende Sensitivität
etc. begrenzen deren Anwendbarkeit im klinischen Alltag.
1.2.4 Technologische Variabilität
Dass es für Peptid-Mikroarrays kein einheitliches Herstellungs- und Detektionsverfahren
gibt, verdeutlicht, wie vielfältig die Technologie ist und welcher außerordentlich großen
Variabilität sie unterliegt. Quellen der Variabilität können systematisch sein, d.h. sie
wirken sich auf viele Messpunkte aus. Dazu gehört beispielsweise die Effizienz des Peptid-
druckprozesses oder der Inkubation der biologischen Probe. Systematische Fehler können
durch Normierung korrigiert werden. Stochastische Fehler hingegen sind Einzeleffekte
und resultieren z.B. aus unregelmäßiger Größe und Form der Peptidspots und aus Kon-
tamination oder Degredation der Probe. Diese Effekte können durch Normierung nicht
korrigiert werden.
Die Qualität von Mikroarraymessungen hängt demnach von vielen Faktoren ab, jedoch
gibt es bisher nur wenige Studien, die die Verlässlichkeit von Mikroarraymessungen
untersuchen [7, 75, 78], wie z.B. die Vor- und Nachteile verschiedener Glasträgertypen,
Immobilisierungs- oder Detektionsverfahren. Es gibt überhaupt nur eine Veröffentli-
chung, in der ein Weg qualitativ hochwertige Daten für die statistische Datenanalyse zu
extrahieren, beschrieben wird [107].
1.2.5 Verwendung von Mikroarrays
Ein Hauptanwendungsgebiet von Peptid-Mikroarrays ist die Untersuchung von Sub-
stratspezifitäten von Enzymen. Eine wichtige Enzymklasse stellen die Kinasen, die die
posttranslationale Phosphorylierung von Proteinen katalysieren, dar. Schutkowski et
al. [139] verwendeten Mikroarrays mit bis zu 6912 Peptiden, welche zum Teil von Ab-
schnitten aus humanen Phosphorylierungsstellen abgeleitet waren. Diese Peptidbibliothek
wurde mit drei Kinasen (PKA, PDK1, CK2) nach Phosphorylierungsmotiven durchsucht.
Darüber hinaus wurden Cystein- [59] und Serin-Proteasen [60], die die Hydrolyse von
Peptidbindungen katalysieren, mittels Peptid-Mikroarrays untersucht. Die Erforschung
von Phosphatase-Aktivitäten [83] erforderte einen veränderten Versuchsaufbau. Da Phos-
phatasen die Dephosphorylierung von Peptiden katalysieren, wurden phosphorylierte
Peptide auf Mikroarrays immobilisiert und mit Protein Tyrosin Phosphatase (PTP)
inkubiert. Die Phosphatase-Aktivität wurde durch einen anti-Phosphotyrosin-Antikörper
detektiert und äußerte sich in einer Signalreduktion.
Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet für Peptid-Mikroarrays ist die Identifizierung
von B-Zell-Epitopen. Beim sogenannten Epitop Mapping wird die Sequenz eines Antigen-
proteins in kleine überlappende Peptidsequenzen zerlegt, diese Peptide auf Mikroarrays
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immobilisiert und das Bindungsvermögen von Antigen-spezifischen Antikörpern getestet.
Andresen et al. [5] verwendete eine Bibliothek bestehend aus 251 Peptiden, die vom
humanen Tyrotropinrezeptor (hTSHR) abgeleitet wurden, um die Epitope von sieben
anti-hTSHR Antikörpern zu lokalisieren. In einer anderen Studie wurden die Bindungs-
motive von humanem Chromogranin A (CgA) zweier monoklonaler anti-CgA Antikörper
untersucht [29, 34].
Als Hochdurchsatzmethode bietet das Mikroarrayformat auch die Möglichkeit die
Spezifität und Kreuzreaktivität von Antikörpern zu untersuchen [122]. Predki et al.
verwendeten rund 5000 auf Mikroarrays immobilisierte Hefeproteine, um die Kreuzreakti-
vität von 11 poly- und monoklonalen Antikörpern, die gegen verschiedene Hefeproteine
gerichtet sind, zu untersuchen [101]. Die Antikörper zeigten in unterschiedlichem Ausmaß
Kreuzreaktivität zu anderen Proteinen als ihren natürlichen Antigenen. Diese Art der
Anwendung könnte für die Entwicklung spezifischer therapeutischer Antikörper eines
Tages von großer Bedeutung sein, allerdings ist aufgrund der Komplexität des humanen
Proteoms die Identifizierung von Antikörper-Kreuzreaktivität im humanen System heute
nur begrenzt möglich.
Ein zentrales Anwendungsgebiet von Peptid- und Protein-Mikroarrays ist die serologi-
sche Diagnostik. Dieses Verfahren beinhaltet die qualitative Erfassung und Quantifizierung
einer Antigen-Antikörper-Reaktion. So wurden Peptid-Mikroarrays zur serologischen
Detektion von Hepatitis B und C Viren, HIV, Epstein-Barr Viren und Syphilis verwendet
[41]. Ein Mikroarray, der sich aus den bekanntesten Allergenen zusammensetzt, wurde
zur Erstellung von IgE-Reaktivitätsprofilen von Allergiepatienten benutzt [11, 67].
Vor allem hinsichtlich der gezielten Suche nach Biomarkern, die eine Krankheit charak-
terisieren oder auch prognostizieren können, wurden viele Anstrengungen unternommen.
So konnten mit Hilfe von Protein-Mikroarrays Biomarker für Brustkrebs [165] und Pro-
statakrebs [102] identifiziert werden. Chatterjee et al. gelang die Differenzierung von
Patienten mit Eierstockkrebs von denen mit anderen Krebsarten und gesunden Personen
[28].
Im Fokus der serologischen Diagnostik mit Mikroarrays stehen vor allem auch Autoim-
munkrankheiten, da diese meist nicht durch einzelne Antigene charakterisierbar sind.
Mittels Autoantigen-Mikroarrays konnten Autoantikörper in Patientenseren quantifiziert
und so verschiedene Autoimmunkrankheiten unterschieden werden [79, 133]. Quintana
et al. differenzierte anhand Autoantigen-basierter Mikroarrays verschiedene Multiple
Sklerose-Typen [125].
Aber auch Krankheiten, die nicht auf einer humoralen Immunantwort basieren, könnten
mit Mikroarraystudien diagnostiziert werden, nämlich dann, wenn der Zytokingehalt
einer biologischen Probe bestimmt wird, was auch zum Verständnis immunologischer
Mechanismen beitragen kann. Schweitzer et al. verwendeten Antikörper-Mikroarrays, um
75 verschiedene humane Zytokine simultan zu quantifizieren [141].
12
KAPITEL 1. EINLEITUNG
1.3 Zufallspeptidbibliotheken und Antikörperbindungsstudien
Die in Abschnitt 1.2.5 beschriebenen Methoden basieren ausschließlich auf der Detektion
spezifischer Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen, d.h. die dazu verwendeten Proben
sind an die untersuchte Fragestellung angepasst. So wurden beispielsweise spezifische
Antigene oder synthetische Peptide, die sich von Antigenen ableiten auf Mikroarrays
immobilisiert.
Jedoch sind für viele Krankheiten spezifische Antigenmarker unbekannt. Eine Mög-
lichkeit dieser Diskrepanz zu begegnen, ist die Verwendung von Peptidbibliotheken, die
unabhängig von der zu untersuchenden Fragestellung sind. Peptidbibliotheken, die rein
zufällig zusammengesetzt sind, verfügen, neben der Tatsache, dass sie unvoreingenommene
Untersuchungen erlauben, über weitere Vorteile. Sie besitzen eine größere Sequenzdi-
versität als Antigenbibliotheken, und decken daher ein breiteres Spektrum möglicher
Bindungspartner ab. Sie sind universell einsetzbar, d.h. für verschiedene Fragestellungen
müssen keine verschiedenen Peptidbibliotheken synthetisiert werden, was Zeit und Kosten
spart.
Dass Zufallspeptide für Antikörperbindungsstudien geeignet sind, wurde auch schon
mit einigen Studien belegt [20, 27]. Reineke et al. untersuchten das Bindungsverhalten
monoklonaler Antikörper gegenüber einer Bibliothek aus 5520 synthetischen Zufallspep-
tiden [129] und konnten so neue Epitope identifizieren. In einer anderen Arbeit von
Dybwad et al. konnte gezeigt werden, dass auf der Oberfläche von Phagen präsentierte
Zufallspeptide geeignet sind, um spezifische Liganden für Serumantikörper von Patienten
mit Rheumatoider Arthritis zu identifizieren [43].
1.4 Charakterisierung ausgewählter Krankheiten
1.4.1 Nematoden und Infektionen mit H. polygyrus
Nematoden sind Fadenwürmer, die sowohl in Pflanzen als auch in Tieren leben. Die
Infektion der Wirte mit parasitären Nematoden erfolgt über die Einnahme von mit Larven
oder Eiern verunreinigten Lebensmitteln. Im Allgemeinen induzieren diese Parasiten eine
starke Th2-Immunantwort. Eine Infektion ist durch eine starke IL-4 Produktion [104]
sowie durch einen hohen IgG1 Titer [14] charakterisiert. Der Fadenwurm Heligmosomoides
polygyrus (H. polygyrus), der den Zwölffingerdarm u.a. von Mäusen bevölkert, dient als
Modellorganismus zur Untersuchung von humanen Darmwürmern und der von ihnen
hervorgerufenen Infektionen [96].
1.4.2 Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)
Systemischer Lupus Erythematodes (SLE) ist eine Autoimmunkrankheit, die mehrere
Bereiche des Körpers, wie die Haut, die Gelenke oder verschiedene Organe beeinträchtigen
kann. Diese Krankheit ist durch die Ausbildung autoreaktiver T-Zellen, sowie hochaffi-
ner IgG Autoantikörper gekennzeichnet, die in verschiedenen Organen, u.a. den Nieren,
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Entzündungsreaktionen verursachen [142]. Die Diagnose von SLE ist aufgrund der Uni-
formität der Symptome mit anderen Autoimmunkrankheiten und fehlender spezifischer
Autoantigenmarker problematisch [39].
Die Untersuchung dieser Autoimmunkrankheit erfolgt u.a. mithilfe von Mausmodellen.
Bei der Fcγ-Rezeptor-IIB knockout-Maus handelt es sich um ein Mausmodell, das zur
Beschreibung von SLE herangezogen werden kann [18]. Die verminderte oder fehlen-
de Expression von FcγRIIB auf B-Zellen, dem einzigen bekannten IgG-inhibierenden
Fcγ-Rezeptor [126, 157], bewirkt die vermehrte Ausbildung von IgG-Autoantikörpern.
C57BL/6 Mäuse, bei denen die FcγRIIB Expression deaktiviert wurde (FcγRIIB-/-.B6),
zeigen eine vermehrte Bildung von anti-DNA und anti-nukleären IgG2b und IgG2c-
Autoantikörpern [19, 45, 46].
1.4.3 Humanes Astrozytom
Astrozytome gehören zu den häufigsten Formen von Hirntumoren. Sie leiten sich von den
Astrozyten ab, die zum Stützgewebe des Zentralnervensystems, den Gliazellen, gehören.
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterscheidet vier Malignitätsgrade (I-IV),
wobei Astrozytome Grad II (A-II) und Grad IV (A-IV) bei Erwachsenen am häufigsten
diagnostiziert werden (Abb. 1.3).
Astrozytom II Astrozytom IV
Abbildung 1.3: MRT Beispielbilder von Astrozytom II (A-II) und Astrozytom IV (A-IV) Tumoren
(entnommen aus Pöpperl et al. [121]). Bei den kontrastverstärkten Regionen (gezeigt mit Pfeilen) handelt
es sich um Tumorgewebe. Die Bestimmung des Tumorgrades ist durch bildgebende Verfahren nicht
möglich.
Ein frühzeitiger Nachweis des Tumorgrades ist entscheidend für die weitere Behandlung
und Prognose des Patienten. Die Bestimmung des Malignitätsgrades ist durch bildgebende
Verfahren nicht möglich, sondern erfordert eine histologische Analyse von Tumorgewebe,
das durch eine Biopsie entnommen werden muss.
Ziel ist es, derart hochinvasive Verfahren, die mit hohem Risiko für den Patienten
verbunden sind, durch minimalinvasive Methoden zur Diagnose des Tumorgrades zu
ersetzen. Dass sowohl eine humorale Immunantwort auf Gliome im Mausmodell [105], als
auch bei humanen Intrakranialtumoren [30] beobachtet werden konnte, unterstützt die
Hypothese, dass sich das Antikörperrepertoire aufgrund eines Hirntumors nachweislich
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verändert und somit zur serologischen Diagnose des Tumorgrades herangezogen werden
kann.
1.5 Diagnostik mit Peptid-Mikroarrays
Das Antikörperrepertoire eines jeden Individuums ist einzigartig und von dessen gegenwär-
tigem Immunzustand abhängig. Individuen mit ähnlichen Immunzuständen (z.B. dieselbe
Krankheit) sollten Gemeinsamkeiten im Antikörperrepertoire haben. Individuen, die
über verschiedenen Antikörperrepertoires verfügen, sollten sich auch in ihrem Serumanti-
körperbindungsprofil unterscheiden. Auf dieser Annahme beruht die Überlegung, das
Antikörperbindungsprofil als charakteristischen Marker für einen Immunzustand, bzw. die
Mikroarraytechnologie als diagnostisches Instrument zur Unterscheidung von gesunden
und kranken Individuen einzusetzen [22].
Wie unterschiedlich sind jedoch die Antikörperbindungsprofile gegenüber Zufalls-
peptiden? Bei dieser Art der Anwendung werden keine einzelnen Antigen-Antikörper-
Interaktionen gemessen, die eine Krankheit charakterisieren könnten, sondern das gesamte
Antikörperrepertoire wird betrachtet. Die Mikroarraybilder in Abb. 1.4-A zeigen die
IgM-und IgG-Antikörperbindungsprofile von einer gesunden BALB/c Maus im Vergleich
zu denen von H.polygyrus-infizierten Mäusen, 10, 14 und 18 Tage nach der Infektion [22].
Auf den ersten Blick sind kaum Unterschiede im Bindungsmuster zu erkennen. Betrachtet
man allerdings das gesamte Bindungsmuster genauer, treten Unterschiede zwischen den
Gruppen zutage. So vergrößert sich die Varianz der Bindungssignale (Abb. 1.4-B) mit
zunehmender Krankheit, was durch ein diverseres Antikörperrepertoire in einem späteren
Stadium der Infektion hervorgerufen wird [22].
Die Unterschiede zwischen den Antikörperbindungsprofilen verschiedener Individuen
sind sehr vielschichtig und erfordern daher auch eine komplexe statistische Datenana-
lyse. Ein Weg der statistischen Datenanalyse, der in der Dissertation von Nicole Bruni
herausgearbeitet wurde, ist in Abb. 1.5 gezeigt.
Die Signalintensitäten werden in einer Datenmatrix bestehend aus n Peptiden und
m Seren angeordnet. Da in solch einem multidimensionalen (n x m) Datenraum der
Zusammenhang zwischen der gemessenen Signalintensität und dem Krankheitszustand
eines Individuums kaum zu determinieren ist, wird die Hauptkomponentenanalyse (PCA)
[76] angewendet, um hochdimensionale in niedrigdimensionale Datensätze zu überführen.
Durch PCA werden die größten Varianzen innerhalb der Daten identifiziert und in einem
zweidimensionalen Raum derart abgebildet, dass die größte Varianz (erste Hauptkompo-
nente) auf die erste Koordinate und die zweitgrößte Varianz (zweite Hauptkomponente)
auf die zweiten Koordinate eines zweidimensionalen Koordinatensystems projiziert wird.
Die PCA ist eine nichtparametrische Analysemethode und erlaubt eine völlig unvoreinge-
nommene Identifizierung von Trends in Datensätzen. Oftmals ermöglicht sie bereits eine
Klassifizierung von Datensätzen nur aufgrund ihrer höchsten Varianzen und somit eine
Diagnose des Krankheitsstatus eines Individuums.
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gesund 
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[× 104]
B
Abbildung 1.4: Serumantikörperbindungsprofile von gesunden und H.polygyrus infizierten Mäusen zu
verschiedenen Zeitpunkten der Infektion. Serum von gesunden und H.polygyrus infizierten Mäusen 10,
14 und 18 dpi wurde auf Peptid-Mikroarrays inkubiert und die IgG- und IgM-Bindungssignale durch
fluorochrommarkierte, isotypspezifische Sekundärantikörper detektiert [22]. A: Repräsentative Mikroar-
raybilder der IgG- und IgM-Antikörperbindungsmuster aus jeder Gruppe sind gezeigt. B: Mittelwert
und Standardabweichung der Signalintensitäten der IgM-Antikörper-Bindungssignale für jedes einzelne
Peptid über alle Serumproben der jeweiligen Gruppe (gesund, infiziert (10, 14 dpi), infiziert (18 dpi)).
Entnommen aus der Dissertation von Nicole Bruni [22], mit freundlicher Genehmigung.
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Abbildung 1.5: Analyseweg zur Unterscheidung von Antikörperbindungsprofilen. Die Signalintensitäten
werden in einer Datenmatrix bestehend aus n Peptiden und m Seren angeordnet. Die Hauptkomponenten-
analyse (PCA) dient der Dimensionsreduktion und kann zu einer Klassifizierung von Datensätzen aufgrund
ihrer größten Varianzen und somit zur Diagnose des Krankheitsstatus eines Individuums führen. Bei
Datensätzen, die nicht aufgrund ihrer größten Varianz eindeutig klassifizierbar sind, werden durch Merk-
malsselektion (P-SVM), zur Klassifizierung und Vorhersage eines Immunzustandes, geeignete Merkmale
(Biomarker) selektiert. Die Signifikanz der selektierten Biomarker, die der Diagnose des Krankheitsstatus
eines Individuums dienen, wird bestimmt.
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Datensätze, die nicht aufgrund ihrer größten Varianz eindeutig klassifizierbar sind,
erfordern die Anwendung voreingenommener Analysemethoden, wie z.B. den Algorithmus
der Potential Support Vector Machine (P-SVM) [69, 70]. P-SVM selektiert, durch über-
wachtes Lernen, Merkmale aus einem Datensatz, die für die Klassifizierung von Gruppen
des Datensatzes geeignet sind (Merkmalsselektion). Bei diesen Merkmalen handelt es sich
um Peptide, die aufgrund ihrer Bindungseigenschaften, zwischen gesunden und kranken
Individuen zu unterscheiden vermögen und daher als Biomarker für die Diagnose einer
bestimmten Krankheit dienen können.
Zur Diagnose eines Immunzustandes muss die Gruppenzugehörigkeit einer Probe
vorhergesagt werden. Die Genauigkeit der Vorhersage wird so bestimmt, dass aus dem
untersuchten Datensatz ein Datenpunkt herausgenommen wird, mit den verbliebenen
Datenpunkten die klassifizierenden Peptide selektiert werden und mit diesen dann der
herausgenommene Datenpunkt vorhergesagt wird (leave-one-out Kreuzvalidierung). Diese
Prozedur wird für alle Datenpunkte wiederholt. Die Vorhersagegenauigkeit bzw. die
diagnostische Zuverlässigkeit (DZ) berechnet sich dann aus dem Anteil an richtig und
falsch vorhergesagten Datenpunkten.
Die Signifikanz der Merkmalsselektion, sowie der leave-one-out Kreuzvalidierung wird
durch Durchmischung der Gruppenlabels (label shuffling) ermittelt. Dabei werden die
Gruppenlabels der Seren (gesund, krank, usw.) zufällig durchmischt und die Gruppen
mit derselben Anzahl von Peptiden, die bei den Originallabels verwendet wurde, durch
Merkmalsselektion klassifiziert bzw. durch leave-one-out Kreuzvalidierung vorhergesagt.
Dieser Vorgang wird 1000 Mal wiederholt. Die Signifikanz der Klassifizierung (Vorhersage)
errechnet sich dann aus dem Anteil aus 1000 Versuchen, bei dem mit den durchmisch-
ten Labels eine genauso gute oder höhere Klassifizierungsgenauigkeit (diagnostische
Zuverlässigkeit) erhalten wurde, wie mit den Originallabels.
Dieser statistische Analyseweg wird auf verschiedene Datensätze zur Diagnose von
Infektionskrankheiten (Abschnitt 5.1), von Autoimmunkrankheiten (Abschnitt 5.2) und
von Krebs (Abschnitt 5.3) angewendet.
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2 Zielsetzung
In dieser Arbeit sollen Bewertungskriterien für die Qualität von Antikörper-Peptid-
Bindungsstudien unter Verwendung der Peptid-Mikroarray-Technologie herausgearbeitet
werden, mit dem Ziel, diese Hochdurchsatzmethode für qualitative und quantitative
Antikörper-Peptid-Bindungsmessungen zu optimieren. Folgende Aspekte sollen dabei
betrachtet werden:
• Technologische Einflussfaktoren: Anhand der Messung bekannter Antikörper-
Peptid-Interaktionen soll der Einfluss technologischer und experimenteller Kon-
ditionen auf die Reproduzierbarkeit von Mikroarray-Bindungsstudien untersucht
werden.
• Bestimmung der Affinität von Antikörper- Peptid- Interaktionen mit-
tels Mikroarray-Bindungsstudien: Kann die gemessene Signalintensität die
Bindungsdissoziationskonstante von Antikörper-Peptid-Komplexen wiedergeben?
• Messung von Serumantikörperbindungssignalen auf Zufallspeptidbiblio-
theken: Die technologischen Einflussfaktoren auf die gemessenen Signalintensitäten
sollen ermittelt, bewertet und ein experimentelles Protokoll herausgearbeitet werden,
das die Gewinnung qualitativ hochwertiger Bindungsdaten ermöglicht. Außerdem
sollen die Eigenschaften der gemessenen Signalintensitäten von Serumantikörper-
bindungsmessungen analysiert werden.
• Messung der Antikörperbindungssignale auf Zufallspeptidbibliotheken:
Die Verwendung von Zufallspeptiden soll als Methode, die kein a priori Wissen vor-
aussetzt, etabliert und zur Bestimmung der Polyspezifität monoklonaler Antikörper
verwendet werden.
• Analyse von Serumantikörperbindungsprofilen anhand ver-
schiedener statistischer Methoden: Der statistische Analyseweg [22] soll an-
hand verschiedener Testdatensätze validiert und experimentelle Einflussfaktoren
im Hinblick auf die Etablierung einer serologischen Diagnosemethode untersucht
werden.
• Entwicklung einer minimal-invasiven serologischen Diagnostik von pri-
mären Astrozytomen: Die verwendeten Methoden sollen erstmals hinsichtlich
ihrer Anwendbarkeit zur Diagnose einer Krankheit im humanen System überprüft
und gezeigt werden, dass kein a priori Wissen über Antigene erforderlich ist, um
Krankheitsmarker zu bestimmen.
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3 Material und Methoden
3.1 Geräte und Chemikalien
Sämtliche Chemikalien wurden, sowit nicht anders angegeben, von Merck (Darmstadt)
oder Sigma Aldrich (Steinheim) bezogen.
Geräte und Chemikalien Beschreibung
pH Meter pH-Meter CG 840, Schott
Zentrifuge Centrifuge 5403, Eppendorf
Schüttler Wipptisch, Fröbel Labortechnik
GmbH
Hybridisierungsstation HS4800 Hybridisierungsstation,
Tecan
Mikroarray Scanner Genepix 4200AL, Molecular Devices
GmbH
Photometer Ultrospec 3000, UV/Vis
Spektrometer, Amersham
Pharmacia Biotech
ELISA Reader FLUOstar Optima, BMG Labtech
PCR Gerät Mastercycler ep gradient, Eppendorf
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3.2 Mikroarrays
Chargen Nummer Beschreibung
525, 549 Glasträger: Genetix, Greiner, Corning, Eri
Scientific; Peptiddruck: JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin; CB4-1
Peptidbibliothek
840, 901 Glasträger: Corning; Peptiddruck: JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin;
Zufallspeptidbibliothek P 30014+
1186, 1188, 1189, 1190 Glasträger: Corning; Peptiddruck: JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin;
Zufallspeptidbibliothek P 918213,15
3.3 Antikörper und Sekundärantikörper
Antikörper Beschreibung
CB4-1 anti-p24 (HIV-1), W. Höhne, AG
Proteinstruktur, Biochemie, Charité
ED38, eiJB40, mGO53, PN16,
PN89, PN138, PN115, VB1, VB4,
VB142, VB161, VB176, VB18
humane Antikörper aus IgG+
Gedächtnis-B-Zellen, H.
Wardemann, MPI für
Infektionsbiologie, Berlin
humanes Referenzserum Bethyl Laboratories Inc.
Human IgG (kappa) Sigma Aldrich
anti-Human-IgM Bethyl Laboratories Inc.
anti-Human-IgM-HRP Bethyl Laboratories Inc.
anti-Maus-IgG2c Bethyl Laboratories Inc.
anti-Maus-IgG2b Bethyl Laboratories Inc.
22
KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN
Antikörper Beschreibung
anti-Maus-IgG-Alexa Fluor 647 Invitrogen
anti-Maus-IgM-Alexa Fluor 546 Invitrogen
anti-Human-IgG-Alexa Fluor 647 Invitrogen
anti-Human-IgG-Alexa Fluor 546 Invitrogen
anti-Human-IgM-Alexa Fluor 647 Invitrogen
anti-Human-IgG1 Bethyl Laboratories Inc.
3.4 Puffer und Lösungen
Puffer und Lösungen Beschreibung
PBS (Phosphat-gepufferte
Salzlösung)
9.2 mM Na2HPO4, 1.6 mM
NaH2PO4, 150 mM NaCl, pH 7.4
TBS (Tris-gepufferte Salzlösung) 50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 7.5
T-PBS PBS, 0.05% Tween 20
Blockierungspuffer (Mikroarray
Inkubation)
PBS, 1% BSA
Blockierungspuffer (ELISA) 50 mM TBS, pH 8.0, 1% BSA,
Sigma Aldrich
Beschichtungspuffer (Serum IgM
ELISA)
0.05 M Carbonat-Bicarbonat Puffer,
pH 9.6, Sigma Aldrich
Probenpuffer (Serum IgM ELISA) 50 mM TBS, 1% BSA, 0.05%
Tween 20, pH 8.0
SSC (Natriumchlorid-Natriumcitrat-
Puffer)
3 M NaCl, 0.3 M Na3C6H5O7,
pH 7.0, Invitrogen
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Puffer und Lösungen Beschreibung
Ladepuffer
(DNA-Gelelektrophorese)
BlueJuice™, Invitrogen
Marker (DNA-Gelelektrophorese) 100 bp DNA ladder, Invitrogen
Laufpuffer (TAE
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer))
40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA,
pH 8.3
Ladepuffer (SDS-PAGE) Novex™ Tris-Glycin SDS
Probenpuffer, Invitrogen
Ladepuffer reduzierend
(SDS-PAGE)
62 mM Tris, pH 6.8, 2% SDS, 10%
Glycerin, 5% β-Mercaptoethanol,
0.001% Bromphenolblau
Marker (SDS-PAGE) SeeBlue™ Plus2 Pre-stained,
Invitrogen
Färbelösung (SDS-PAGE) PageBlue™ Protein Färbelösung,
Fermentas
LB-Medium 10 g/l Bactotrypton, 5 g/l
Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7.4
DMEM Pur Medium Roche
DMEM Nutridoma Medium Roche
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3.5 Kits
Anwendung Kit-Beschreibung
Antikörper Konjugation Alexa Fluor® 546 bzw. Alexa
Fluor® 647 Monoclonal Antibody
Labeling Kit, Invitrogen
Plasmidpräparation QIAprep Spin Miniprep Kit,
Quiagen
Human IgM ELISA Human IgM ELISA Quantification
Kit, Bethyl Laboratories Inc.
3.6 Seren
3.6.1 Seren von H.polygyrus-infizierten Mäusen
Seren von gesunden und mit Heligmosomoides-polygyrus (H.polygyrus)- infizierten
BALB/c Mäusen wurden von S. Hartmann (Molekulare Parasitologie, HU Berlin) zur
Verfügung gestellt. BALB/c-Mäuse wurden mit dem im Darm ansässigen Fadenwurm
Heligmosomoides-polygyrus durch orale Inokulation mit 150 infektiösen H.polygyrus-
Larven infiziert. Erfolgreiche Infektionen wurden durch fäkale Eierzählung und durch
Rückgewinnung von adulten Würmern aus dem Dünndarm der Mäuse überprüft. Blut
wurde von gesunden sowie von infizierten Mäusen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion (10, 14, 18 dpi) abgenommen. Die Blutproben wurden bei RT zur Gerinnung
stehen gelassen und anschließend bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde bei
-20°C gelagert.
3.6.2 Seren von FcγRIIB-/-.B6-Mäusen
Seren von neun gesunden C57BL/6 Mäusen und 21 FcγRIIB-/-.B6 Mäusen wurden
von Marc Ehlers (AG Toleranz und Autoimmunität, DRFZ, Berlin) zur Verfügung
gestellt [151]. Die Mäuse wurden unter keimfreien Bedingungen gehalten. FcγRIIB-/-.B6
Mäusen wurden im Alter von 18 Wochen (5 Proben) und 28 Wochen (16 Proben) Blut
entnommen. Die Blutentnahme bei gesunden C57BL/6 Mäusen erfolgte im Alter von
12-28 Wochen. Die Blutproben wurden bei RT zur Gerinnung stehen gelassen und
anschließend bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde bei -20°C gelagert. Der
Nachweis der Autoimmunerkrankung erfolgte durch Bestimmung des IgG2b- und IgG2c-
Autoantikörpertiters mittels ELISA. ELISA Messungen wurden von Maria Fischer (AG
Toleranz und Autoimmunität, DRFZ, Berlin) durchgeführt.
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3.6.3 Seren von Astrozytompatienten
Seren von 24 Astrozytom Grad III und Grad IV Patienten (hochgradige Astrozytome,
hA) und 8 Astrozytom Grad I und Grad II Patienten (niedriggradige Astrozytome,
nA) wurden von Christian Schichor (Ludwig Maximilians Universität, München) zur
Verfügung gestellt (Tabelle 3.2). Der Tumorgrad wurde bei allen Patienten durch eine
histologische Analyse von Tumorgewebe bestätigt. Es handelt sich bei allen Proben um
Seren von Patienten mit primären Tumoren, Tumor-Rezidive wurden im untersuchten
Datensatz nicht berücksichtigt. Blut wurde vor oder während der operativen Resektion
des Tumors abgenommen (Serumröhrchen; Sarstedt Nr.: 02.1063). Die Blutproben wurden
10 min bei RT stehen gelassen und anschließend 5 min bei RT mit 2000 rpm zentrifugiert.
Der Überstand wurde bei -20°C gelagert.
Tabelle 3.2: Astrozytompatienten. Anzahl, Alter und Geschlecht der Astrozytompatienten, die in die
Studie einbezogen wurden, sowie Informationen über die Tumorart und die Behandlung der Patienten
mit Kortison, sind aufgelistet.
hochgradiges
Astrozytom (hA)
niedriggradiges
Astrozytom (nA)
Anzahl der Patienten 24 8
Alter (Mittelwert) 25-83 (56) 21-59 (37)
Geschlecht m/w 16/8 2/6
Rezidiv ja/nein 0/24 0/8
Kortisonbehandlung ja/nein 18/6 3/5
3.7 Quantifizierung von Serum-IgM
Die Serum IgM Konzentrationen in Astrozytom-Patientenseren sowie in gesunden Spen-
derseren wurden durch Enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) bestimmt.
Für alle Tests wurde der Human IgM ELISA Kit (Bethyl Laboratories Inc.) verwendet.
Costar 96-well Mikrotiterplatten wurden mit anti-human IgM (10 µg/ml in Beschich-
tungspuffer, 100 µl pro well) 1 h bei RT beschichtet. Nachdem die Platte dreimal mit
PBS gewaschen wurde, erfolgte die Inkubation mit Blockierungspuffer (TBS, 1% BSA)
für 1 h bei RT, gefolgt von drei weiteren Waschschritten. Anschließend wurden 100 µl
der Proben (1:300-1:1000 Verdünnung in Probenpuffer (PP)) und Standardlösungen
(humanes Referenzserum 2 µg/ml, 1:2 Verdünnung in PP) auf die Mikrotiterplatte über-
tragen und 2 h bei RT inkubiert. Nicht gebundene Antikörper wurden durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Anschließend wurden 100 µl pro well des peroxydasemar-
kierten Sekundärantikörpers anti-human IgM-HRP (0.2 µg/ml in PP) auf die Platte
gegeben und 2 h bei RT inkubiert. Dann wurde dreimal mit PBS gewaschen, 100 µl pro
well Peroxydase-Substrat (1-step ABTS, Invitrogen) auf die Platte übertragen, 1-10 min
inkubiert und die Absorption bei 405 nm gemessen.
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3.8 Herstellung monoklonaler Antikörper
Monoklonale Antikörper stammen von einzelnen B-Zellen ab, die aus peripherem Blut
eines gesunden Spenders gewonnen wurden. Die Immunglobulin Gensegmente der schweren
und leichten Kette der variablen Region wurden durch RT-PCR (Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion) amplifiziert, Enzymrestriktionsstellen wurden eingebaut und
das PCR Produkt in einen geeigneten Expressionsvektor ligiert, der die entsprechende
konstante Region des Immunglobulins (IgG1) codiert. Die Plasmid DNA für zehn humane
monoklonale Antikörper wurden in der Arbeitsgruppe von H. Wardemann (MPI für
Infektionsbiologie, Berlin) wie beschrieben [150] hergestellt und zur Verfügung gestellt.
Von diesen zehn Sequenzen, handelt es sich um fünf original mutierte und fünf auf die
Keimbahnsequenz revertierte Sequenzen. Die Sequenzen der CDR3 Region der schweren
und leichten Ketten [149] sind in Tabelle 3.3 angegeben.
Tabelle 3.3: Sequenzdaten von IgG+ Gedächtnis B-Zellen des gesunden Spenders PN [149].
ID schwere Kette IgH leichte Kette IgL
CDR3 (original) CDR3 (revertiert) CDR3 (original) CDR3 (revertiert)
PN7 RVTGTTSDFDY RVTGTTSDFDY LLSYSGTRV LLSYSGARV
PN46 RPYYYGSGTGWS RPYYYGSGTGWS QQYDNSPFT QQYGSSPFT
PN56 AFDLWSGWPFAY AFDFWSGWPFDY QQYDSSPIT QQYGSSPIT
PN60 GWGWLPD GWGWLPDY QQYAISPIT QQYGSSPIT
PN67 DRERGYSGYGHLDP DRERGYSGYGHLDP ASWDDSLSGLYV AAWDDSLSGLYV
3.8.1 Transformation
5 µl kompetente Bakterien (E.coli) wurden mit 1 µl Plasmid DNA vermischt und
30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien für 45 s 42°C ausgesetzt,
100 µl LB Medium wurde zugesetzt und 25 min unter moderatem Schütteln inkubiert.
Der Transformationsmix wurde auf ampizillinhaltigen (100 µg/ml) LB-Agar Platten
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Einzelne Bakterienkolonien wurden
dann in ampizillinhaltigem LB-Medium über Nacht bei 37°C vermehrt und Plasmide
anschließend präpariert.
3.8.2 Insert-Überprüfung
Die ausgewählten Bakterienkolonien wurden durch Polymerasekettenreaktion (PCR) auf
die Präsenz des korrekten Inserts hin überprüft. Hierbei wurden zwei geeignete Oligonu-
kleotidprimer [150], thermostabile Taq DNA Polymerase, Desoxynukleotidtriphosphat
(dNTP) Bausteine in einem geeigneten Puffer gemischt. Ein Reaktionsansatz enthielt
0.2 µl 3’ primer (3’ Cγ1 für schwere Ketten, 3’ Cκ494 für leichte Ketten), 0.2 µl 5’ primer,
2.5 µl 10x Puffer, 2.5 µl dNTPs (25 mM) und 19.1 µl destilliertes Wasser. Ausgewählte
Bakterienkolonien wurden mit dem PCR Reaktionsgemisch vermischt. Um die Spezifität
der PCR zu erhöhen, wurde die Reaktion mit einem „hot start“, d.h. mit einer Anfang-
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stemperatur von 94°C initiiert. Es wurden 35 Zyklen durchlaufen (Tabelle 3.4). Die PCR
Produkte wurden durch Gelelektrophorese nachgewiesen.
Tabelle 3.4: PCR-Programm
Schritt Temperatur [°C] Zeit
Initialdenaturierung 94 10 min
Denaturierung 94 30 s
Anlagerung 58 30 s
Extension 72 60 s
End-Extension 72 10 min
Konservierung 4 ∞
3.8.3 Gelelektrophorese
Von jeder PCR-Reaktion wurden 3 µl PCR Produkt mit 3 µl Ladepuffer gemischt und
auf ein 2%iges Agarosegel (1.6 g Agarose, 40 ml 1x TAE Puffer, 2 µl Ethidiumbromid)
aufgetragen und bei 120 V in 1x TAE Puffer elektrophoretisch aufgetrennt.
3.8.4 Plasmid Präparation
Nach Nachweis des korrekten Inserts, wurde die entsprechenden Bakterienkolonie verwen-
det, um die Plasmide zu präparieren. Plasmide wurden mit dem kommerziell erhältlichen
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) präpariert. Alle Schritte wurden entsprechend
der Instruktionen des Herstellers durchgeführt. Einzelne Kolonien wurden in 2 ml ampi-
zillinhaltigem (100 µg/ml) LB-Medium über Nacht bei 37°C vermehrt. Die Zellen wurden
alkalisch lysiert, neutralisiert und das Lysegemisch auf eine Affinitätssäule aufgetragen,
mit Waschpuffer gereinigt und anschließend mit 75 µl des im Kit bereitgestellten Puffers
eluiert. Die DNA Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm
bestimmt. Die Plasmide wurden bei -20°C gelagert.
3.8.5 Antikörperexpression
Die humane embryonale Nierenzelllinie 293T (HEK293T) (ATCC, Kat. Nr.: CRL-11268)
wurde zur Antikörperexpression verwendet. HEK293T Zellen wurden bei 37°C und 5%
CO2 in DMEMmit 10% hitzeinaktiviertem fetalen Kälberserum (FCS) (Invitrogen), 1 mM
Natriumpyruvat , 100 µg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penizillin G und 25 µg Amphoterizin
(GibcoBRL) kultiviert. Für die Transfektion wurden 150 mM NaCl, 5 µg Helfervektor,
20 µg IgH bzw. IgL codierende Plasmid DNA 10 s intensiv gemischt. Anschließend
wurde Polyethylenimin (PEI) (0.6 µg/µl, 225 µl) zum Transfektionsgemisch gegeben, 10 s
gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Die HEK293T Zellen wurden mit 10 ml serumfreien
DMEM Medium gewaschen. Anschließend wurden 25 ml DMEM mit 1% Nutridoma-SP
(Roche) langsam zu den Zellen gegeben und 2 ml des Transfektionsgemisches dazugetropft.
Nach drei Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurde der Zellüberstand abgenommen
und mit 0.05% NaN3 versetzt. Weitere 25 ml DMEM mit 1% Nutridoma-SP (Roche)
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wurde zu den Zellen gegeben und nach weiteren fünf Tagen wurde der Zellüberstand
abgenommen und zum ersten Zellüberstand gegeben. Die gesammelten Zellüberstände
wurden 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert und bis zur Aufreinigung bei 4°C gelagert.
3.8.6 IgG-ELISA des Zellüberstands
Die IgG Konzentration im Zellüberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Dazu wurden
Costar 96-well Mikrotiterplatten mit anti-human IgG (Dianova, Kat. Nr.: 109-005-098)
(1.3 µg/ml, 50 µl pro well) über Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Nachdem
dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen wurde, erfolgte die Inkubation mit 100 µl
Blockierungspuffer (PBS, 1 mM EDTA, 0.05% Tween20) für 1 h bei RT. Nach drei weiteren
Waschschritten, wurden 50 µl der Proben- (50 µl Zellüberstand, 1:3 Verdünnung in PBS)
und Standardverdünnungen (human IgG1 kappa, Sigma Aldrich, Kat. Nr.: I 5154, 6 µg/ml
und 3 µg/ml, 1:3 Verdünnung in PBS) auf die Mikrotiterplatte übertragen und 3 h bei
RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit destilliertem Wasser, wurden 50 µl pro well
des peroxydasemarkierten Sekundärantikörpers anti-human IgG-HRP (Dianova, Kat. Nr.:
109-035-098, 0.8 µg/ml) auf die Platte gegeben und 1 h bei RT inkubiert. Anschließend
wurde dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen, kurz mit Blockierungspuffer inkubiert
und abermals gewaschen. Nachdem 100 µl pro well Peroxydase-Substrat auf die Platte
übertragen wurden, konnte nach 1-10 minütiger Inkubationszeit die Absorption bei
405 nm gemessen werden.
3.8.7 IgG-Aufreinigung
Die rekombinant hergestellten Antikörper wurden mit einem Protein-G Harz (GE Heal-
thcare) entsprechend der Anweisungen des Herstellers aufgereinigt. Dazu wurden 25 ml
Zellüberstand mit 25 µl Protein-G Harz-Suspension versetzt und 14 h bei 4°C bei Rota-
tion inkubiert. Anschließend wurde die Suspension 10 min bei 2000 rpm zentrifugiert,
der Überstand entfernt und das Harz auf eine Chromatographie-Zentrifugationssäule
(BioRad) übertragen. Nachdem das Harz zweimal mit PBS gewaschen wurde, wurden
die Antikörper mit 0.1 M Glycin (pH 3.0) in 3 Fraktionen (je 200 µl) eluiert, wobei das
Eluat sofort mit 20 µl 1 M Tris (pH 8.0), 0.5% NaN3 pro Fraktion neutralisiert wurde.
3.8.8 IgG-ELISA der aufgereinigten rekombinanten Antikörper
Die Konzentration der aufgereinigten rekombinanten Antikörper wurde mittels ELISA
bestimmt. Costar 96-well Mikrotiterplatten wurden mit Fcγ spezifischen anti-human IgG
(2 µg/ml in PBS, 50 µl pro well) (Jackson) über Nacht bei RT beschichtet. Nachdem die
Platte dreimal mit PBS gewaschen wurde, erfolgte die Inkubation mit Blockierungspuffer
(TBS, 1% BSA) für 1 h bei RT, gefolgt von drei weiteren Waschschritten. Anschließend
wurden 50 µl der Proben- (1:300 - 1:1000 Verdünnung in PBS, 1:3 Verdünnung in PBS)
und Standardverdünnungen (human IgG1 kappa, Sigma Aldrich, Kat. Nr.: I5154, 6 µg/ml
und 3 µg/ml, 1:3 Verdünnung in PBS) auf die Mikrotiterplatte übertragen und 3 h bei
RT inkubiert. Nicht gebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS
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Tabelle 3.5: Konzentration und Reaktivität der Antikörper aus IgG+ Gedächtnis-B-Zellen des gesunden
Spenders PN. Die IgG Konzentration wurde durch ELISA bestimmt. * Die Reaktivität der Antikörper
wurde von Tiller et al. [149] bestimmt (+ polyreaktiv, − nicht-reaktiv).
Konzentration [mg/ml] Reaktivität*
original revertiert original revertiert
PN7 0.11 3.34 + -
PN46 2.42 4.40 + -
PN56 1.26 3.48 + -
PN60 0.54 2.87 - -
PN67 0.29 2.70 - -
entfernt und anschließend wurden 50 µl pro well des peroxydasemarkierten Sekundäranti-
körpers anti-human IgG-HRP (Dianova, Kat. Nr.: 109-035-098, 0.8 µg/ml) auf die Platte
gegeben und 1 h bei RT inkubiert. Dann wurde dreimal mit PBS gewaschen, 100 µl pro
well Peroxydase-Substrat (1-step ABTS, Invitrogen) auf die Platte übertragen, 1-10 min
inkubiert und die Absorption bei 405 nm gemessen. Die bestimmten Konzentrationen
und die Reaktivität der Antikörper laut Tiller et al. [149] sind in Tabelle 3.5 angegeben.
3.8.9 SDS-PAGE
Ob die rekombinant hergestellten monoklonalen Antikörper in ihrer funktionalen Struktur
vorliegen, wurde mit Natriumdodecylsulphat- Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) überprüft (Abb. 1, Anhang A). Dazu wurden 2 µl der Lösung aufgereinigter
Antikörper mit 5 µl nicht-reduzierendem Probenpuffer und 3 µl dest. H2O bzw. 8 µl
reduzierendem Probenpuffer (enthält β-Mercaptoethanol) gemischt und 10 min bei 70°C
denaturiert. Die Auftrennung erfolgte auf einem 8% Acrylamidgel (Invitrogen) bei 125 V
für ca. 105 min. Als interner Standard lief ein Molekulargewichtsmarker (Invitrogen) und
als Kontrolle human IgGκ (Sigma Aldrich) mit. Die Visualisierung der Proteinbanden
erfolgte durch Coomassie Färbung. Dazu wurde das Gel dreimal 10 min in dest. H2O
gewaschen, anschließend 1 h mit PageBlue Färbelösung (Fermentas) gefärbt und 5 min
mit dest. H2O entfärbt.
3.9 Antikörper Konjugation
Sekundärantikörper (anti-Maus-IgG2b, anti-Maus-IgG2c und anti-Human-IgG1) wurden
mit dem Antikörperkonjugationskit (Alexa Fluor 647 (546) Monoclonal Antibody La-
beling Kit, Invitrogen) entsprechend der Anweisungen des Herstellers konjugiert. Die
Reinigung erfolgte über Größenausschlusschromatographie. Die Konzentration, sowie
der Markierungsgrad wurden photometrisch bestimmt (siehe Tabelle 2, Anhang A). Die
Lagerung der Sekundärantikörper erfolgte bei 4°C unter Lichtausschluss.
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3.10 Glasträger
Vier verschiedenen kommerziell erhältliche Glasträgertypen wurden in den Mikroarray-
bindungsstudien verwendet. Diese unterscheiden sich durch das Trägermaterial und die
Oberflächenfunktionalisierung. Gnx: Glasträger, Aldehyd-beschichtet (Genetix GmbH,
Produktnummer: K2630), Grn: Plastikträger, Aldehyd-beschichtet (Greiner Bio-One
GmbH, Produktnummer: 445845), Eri: Glasträger, Aldehyd-beschichtet (Eri Scienti-
fic GmbH, Produktnummer: 231643), Crn: Plastikträger, Epoxy-beschichtet (Corning
Incorporated, Produktnummer: 40042).
3.11 Herstellung von Mikroarrays
Mikroarrays wurden von JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin zur Verfügung gestellt
und teilweise kommerziell erworben. Die Synthese der Aminooxyacetyl- funktionalisier-
ten Peptide erfolgte durch vollautomatische SPOT Synthese auf Zellulosemembranen
[52, 86, 164]. Nach erfolgter Peptidsynthese wurden die Aminosäureseitenkettenschutz-
gruppen mit 90% TFA (Trifluoressigsäure) abgespalten und anschließend die festpha-
sengebundenen Peptide in eine 96-well Mikrotiterfiltrationsplatte (Millipore, Bedford,
USA) übertragen. Zur Ablösung der Peptide von der Zellulosemembran wurde 200 µl
wässrige Triethylaminlösung zugesetzt, die Lösung dann abfiltriert und das Lösungsmit-
tel unter reduziertem Druck entfernt. Der Peptidüberstand (50 nmol) wurde in 25 µl
Immobilisierungspuffer (70% DMSO, 25% 0.2 M Natriumacetat, pH 4.5, 5% Glycerin)
aufgenommen und in 384-well Mikrotiterplatten transferiert. Die Peptid-Immobilisierung
auf funktionalisierten Glasträgern erfolgte vollautomatisch durch einen Nicht-Kontakt-
Immobilisierungsroboter (GESIM Nanoplotter, Großerkmannsdorf, Deutschland), wobei
jeweils zwei Tropfen der Peptidlösung (0.5 nl, 1 mM) pro Spot durch piezoelektronische
Nanospitzen (GESIM Nanotips, Großerkmannsdorf, Deutschland) auf den Glasträger
aufgetragen wurden. Peptid Mikroarrays wurden 5 Stunden bei RT stehen gelassen,
anschließend mit destilliertem Wasser gewaschen und eine Stunde bei 42°C mit einer
Quenchlösung (75 mM SSC Puffer, pH 7.0, 0.1 mg/ml BSA, 0.1% SDS, 750 mM NaCl)
behandelt. Nach einem weiteren intensiven Waschschritt mit 1.5 mM SSC Puffer (pH
7.0) und destilliertem Wasser, wurden die Mikroarrays in einer Chipzentrifuge getrocknet
und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
3.12 Peptidbibliotheken
3.12.1 CB4-1 Peptidbibliothek
Ein repräsentatives Repertoire bestehend aus 26 Epitop-homologen Peptiden und Mi-
motopen des murinen monoklonalen anti-p24 (HIV-1) Antikörpers CB4-1 wurde für die
Untersuchungen, die in Abschnitt 4.1 beschrieben wurden, verwendet. Die Sequenzen der
Peptide sowie die Bindungsdissoziationskonstanten pKD der CB4-1-Peptid-Komplexe
sind in Tabelle 3.6 aufgelistet. Die Herstellung der Peptide erfolgte durch SPOT-Synthese
[52, 86, 164], die Bestimmung von pKD durch SPR-Messungen [147].
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Tabelle 3.6: Sequenzen der CB4-1 Peptidbibliothek, bestehend aus dem Epitop (ID=1) sowie Epitop-
homologen und -nichthomologen Peptiden (Mimotope). Die Bindungsdissoziationskonstanten pKD von
CB4-1-Peptid-Komplexen wurden durch SPR-Messungen bestimmt.
ID Peptidsequenz pKD ID Peptidsequenz pKD
1 GATPQDLNTML 8.00 14 LELIQDLNQKLQDGF 5.70
2 EAWVLRGAMILWKTD 3.52 15 GATPEDLNQKLAGN 9.00
3 EAWVLEGAMILWKTD 6.00 16 GLYEWGGARITNTD 6.70
4 TTMEWFRITDGARIM 5.70 17 RDFDKEWNLIEQNS 5.70
5 ITDGARIM 4.05 18 GATPEDLNQKL 8.22
6 DYFDLTQDNIIERRN 4.00 19 GLKEWGGARIT 7.10
7 DYFDLTQDNIITRRN 4.70 20 GATPEDLNAKL 7.05
8 DYFDLTQDNIITRRL 5.05 21 DATPEDLNAKL 7.00
9 LEMKQDLNIMLQDGF 4.00 22 DATPEDLNARL 6.70
10 LEMKQDLNPMLQDGF 4.70 23 DALPEWGGARI 6.22
11 LEMKQDLNQMLQDGF 5.15 24 DALYEWGGARI 6.70
12 LEMKQDLNIKLQDGF 5.00 25 FATPEDLNQKL 7.70
13 LEMKQDLNQKLQDGF 5.30 26 FDKEWGGIRIT 7.00
3.12.2 Zufallspeptidbibliotheken
Es wurden zwei verschiedene Zufallspeptidbibliotheken verwendet (Tabelle 3.7). Peptid-
bibliothek P 30014+ besteht aus 255 14mer Peptiden, deren Aminosäurezusammensetzung
semi-zufällig generiert wurde. Das heisst, die einzelnen Aminosäuren (inklusive Cystein)
wurden mit genau der Häufigkeit mit der sie auf Proteinoberflächen vorkommen, in die
Peptidsequenzen eingesetzt, wobei die Proteinoberfläche als der Teil von Proteinen defi-
niert wurde, der für Solvenzien zugänglich ist. Die Frequenz der einzelnen Aminosäuren auf
der Proteinoberfläche wurde von Kristian Rother (Mathematische Systembiologie, Charité
Berlin) berechnet [22]. Außerdem enthält die Peptidbibliothek 45 EAE Antigen-Peptide.
Bei EAE (Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis) handelt es sich um eine der
humanen Multiplen Sklerose (MS) ähnlichen Erkrankung des Zentralnervensystems bei
Mäusen und dient deshalb in der Forschung als Tiermodell für die MS.
Dagegen handelt es sich bei der Peptidbibliotheken P 918213,15 um eine echte Zufallsbiblio-
thek, d.h. die einzelnen Aminosäure wurden zu gleichen Teilen (1/20) in die Peptide
eingebaut, mit Ausnahme von Cystein, welches aus technischen Gründen durch die
Hydroxy-Aminosäuren (S, T, Y) ersetzt wurde. Jede Bibliothek enthält außerdem Nega-
tivkontrollen, d.h. „leere“ Spots, durch Auftragen von ausschließlich Immobilisierungs-
puffer, Antikörperkontrollen (Maus-IgM, Maus-IgG (P 30014+), Human-IgM, Human-IgG,
Human-IgE, Human-IgA (P 30014+, P 918213,15), die in einer Konzentration von 500 ng/ml in
100 mM PBS, pH 8.0 aufgetragen wurden, sowie Fluoreszenzkontrollen, wobei es sich um
ein mit Cy3 derivatisiertes Peptid handelt. Die Peptide und Kontrollen wurden in fünf
(P 30014+) bzw. drei (P 918213,15) identischen Replikaten auf jeden Glasträger aufgetragen. Auf die
Zusammensetzung der Zufallspeptidbibliothek P 918213,15 konnte keinen Einfluss genommen
werden. Diese wurde von JPT (Berlin, Deutschland) entwickelt und käuflich erworben
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Tabelle 3.7: Aminosäurezusammensetzung der Zufallspeptidbibliotheken P 30014+ und P 918213,15. Die abso-
luten (N) und die prozentualen Häufigkeiten jeder Aminosäure sind aufgelistet. Für die Analyse der
Aminosäurezusammensetzung von Peptidbibliothek P 30014+ wurden ausschließlich die 255 Zufallspeptide
berücksichtigt.
Peptidbibliothek P 30014+ P 918213,15
Aminosäure N % N %
A 194 5.4 6731 5.1
C 52 1.5 0 0.0
D 254 7.1 6613 5.0
E 215 6.0 6579 4.9
F 157 4.4 6684 5.0
G 184 5.2 6823 5.1
H 144 4.0 6568 4.9
I 137 3.8 6829 5.1
K 260 7.3 6843 5.1
L 186 5.2 6665 5.0
M 85 2.4 6784 5.1
N 199 5.6 6612 5.0
P 181 5.1 6653 5.0
Q 177 5.0 6657 5.0
R 239 6.7 6597 5.0
S 232 6.5 8976 6.7
T 222 6.2 9684 7.3
V 177 5.0 6501 4.9
W 110 3.1 6591 5.0
Y 165 4.6 7732 5.8
Gesamt 3570 100 133122 100
und von André Dautcourt (ehemals AG Or-Guil) im Zuge einer Studienjahresarbeit
analysiert.
3.13 Inkubation von Peptidmikroarrays
3.13.1 Manuelle Inkubation
Die Peptidarrays wurden kurz in 100% Ethanol und dann je dreimal für 2 min in
T-PBS und destilliertem Wasser gewaschen. Anschließend wurden die Mikroarrays in
Blockierungspuffer (PBS, 1% BSA) für 2 h bei RT blockiert, um unspezifische Bindung
zu reduzieren und anschließend erneut je dreimal in T-PBS und destilliertem Wasser
gewaschen. Nachdem die Peptidarrays durch Zentrifugation getrocknet wurden, erfolgte
die Inkubation mit der Probe in der entsprechenden Verdünnung in T-PBS für 2 h bei RT
in einer Feuchtkammer, um ein Antrocknen der Probe zu verhindern. Daraufhin wurden
die Peptidarrays wieder je dreimal mit T-PBS und destilliertem Wasser gewaschen, durch
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Zentrifugation getrocknet und mit einem geeigneten fluorochrommarkierten Sekundäran-
tikörper (300 µl) 1 h bei RT in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt, wurden die Peptidarrays durch Zentrifugation getrocknet und mit einem
Mikroarrayscanner (GenePix 4000B oder GenePix 4200AL, Molecular Devices GmbH,
Ismaning, Deutschland) bei 532 nm bzw. 635 nm (Emissionsfilter rot: 650-690 nm, grün:
550-600 nm) ausgelesen. Die Mikroarraybilder wurden im tif-Format gespeichert.
3.13.2 Vollautomatische Inkubation
Die automatische Inkubation erfolgte mit der Tecan HS 4800 Hybridisierungsstation (Te-
can, Männedorf, Schweiz). Die Mikroarrays wurden mit T-PBS und mit Blockierungspuffer
(PBS, 1% BSA) gewaschen und anschließend 30 min bei 30°C mit Blockierungspuffer
blockiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit T-PBS erfolgte die Injektion der Probe
und die anschließende Inkubation für 2-3 h bei 30°C unter ständiger Agitation der Flüs-
sigkeit. Danach wurden die Mikroarrays viermal mit T-PBS gewaschen und anschließend
eine Lösung des Sekundärantikörpers injiziert. Dieser wurde für 1 h bei 30°C unter
ständiger Agitation der Flüssigkeit inkubiert. Die Mikroarrays wurden dann dreimal
mit T-PBS und zweimal mit 0.01x SSC Puffer gewaschen, 3 min mit dest. H2O gespült
und anschließend durch Zentrifugation getrocknet. Bindungssignale wurden mit einem
Mikroarrayscanner (GenePix 4000B oder GenePix 4200AL, Molecular Devices GmbH,
Ismaning, Deutschland) bei 532 nm bzw. 635 nm (Emissionsfilter rot: 650-690 nm, grün:
550-600 nm) ausgelesen. Die Mikroarraybilder wurden im tif-Format gespeichert.
3.14 Messung von Signalintensitäten
Die Signalintensitäten der einzelnen Spots wurden mit der Scanner-assoziierten Soft-
ware GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices GmbH, Ismaning, Deutschland) bzw. mit
GeneSpotter (MicroDiscovery GmbH, Berlin, Deutschland) bestimmt und ausgewertet.
Über das Chipbild wird ein Koordinatengitter gelegt, so dass jedem Spot seine Position
und Peptidsequenz zuordnet werden kann. Da sowohl die Spotpositionen als auch die
Spotgrößen variieren können, stellt die Software GenePix Pro 6.0 eine automatische Git-
tersuchfunktion zur Verfügung, die das Gitter und den Radius entsprechend anpasst. Die
Signalintensität wird dann aus der mittleren Pixelintensität des definierten Spotbereiches
berechnet. GenePix stellt sowohl den Mittelwert als auch den Median der Pixelintensität
zur Verfügung. Da der Median robuster gegenüber Ausreißern ist, wurde stets der Median
als Maß für die Spotsignalintensität (SI) verwendet. Die Hintergrundsignalintensität be-
rechnet sich aus der mittleren Pixelintensität im Bereich des vierfachen Spotdurchmessers
abzüglich eines Sicherheitsabstands von jeweils zwei Pixel zu benachbarten Spots (siehe
Abb. 4.13-A).
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3.15 Datenprozessierung
3.15.1 Eliminierung falschpositiver Signale
Ein Maß dafür, dass ein Bindungssignal sich vom Hintergrundrauschen unterscheidet
ist das Signal-Rausch-Verhältnis (engl. Signal-to-Noise-Ratio, SNR). Das Signal-Rausch-
Verhältnis ist das Verhältnis der Größe des Signals (Signalintensität) zur Größe des
Rauschens (Hintergrundsignalintensität). Die Mikroarrayanalysesoftware GenePix Pro 6.0
bestimmt SNR als:
SNR = SI(x)−BG(x)
SD(BG(x)) (3.1)
wobei SI(x) die mittlere Signalintensität jedes Spots x, BG(x) die mittlere Signalinten-
sität des lokalen Hintergrunds und SD(BG(x)) die Standardabweichung der Hintergrund-
signalintensität ist.
Falschpositive Signale sind solche, die bei einer Blank-Inkubation (ohne Probe) eine si-
gnifikant von der Hintergrundsignalintensität verschiedene Signalintensität aufweisen, d.h.
deren SNR>3 ist. Diese Peptide wurden als falschpositiv definiert, aus allen Datensätzen
eliminiert und nicht für die weitere Analyse berücksichtigt.
3.16 Statistische Datenanalyse
3.16.1 Korrelationskoeffizienten
Korrelationskoeffizienten wurden mit der Funktion corrcoef in Matlab 7.10 berechnet.
3.16.2 Bestimmung von Normalverteilung
Die statistischen Datenverteilung wurde durch Gauss-Fit der logarithmierten Signalin-
tensitäten und durch Vergleich gegen eine Standardnormalverteilung in Quantil-Quantil-
Diagrammen bestimmt.
3.16.3 Hauptkomponentenanalyse (PCA)
Die Hauptkomponenten wurden mit der Funktion princomp von Matlab 7.10 berechnet.
3.16.4 Lineare Diskriminanten Analyse (LDA)
LDA wurde mit den Funktionen lda und predict.lda von R 2.7.1. berechnet. Die Option
prior wurde zur Eliminierung des systematischen Fehlers, der infolge der unterschiedli-
chen Gruppengrößen entstehen würde, immer auf gleichberechtigte Wahrscheinlichkeiten
gesetzt.
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3.16.5 Sensitivität und Spezifität
Die Sensitivität (Gleichung 3.2) und Spezifität (Gleichung 3.3) einer diagnostischen
Vorhersage wurden bestimmt als:
Sensitivita¨t = rp
rp+ fn (3.2)
Spezifita¨t = rn
rn+ fp (3.3)
wobei rp die Anzahl der richtig positiv, rn die Anzahl der richtig negativ, fp die Anzahl
der falsch positiv und fn die Anzahl der falsch negativ klassifizierten bzw. vorhergesagten
Datenpunkte bezeichnen.
3.16.6 Merkmalsselektion und Kreuzvalidierung
Die Merkmalsselektion erfolgte mit dem Algorithmus Potential Support Vector Ma-
chine (P-SVM) [68–70], einer überwachten Maschinenlernmethode, die auf dyadische
Datensätze angewendet werden kann. Die in dieser Arbeit analysierten Datensätze liegen
als Rechtecksmatrizen vor, deren Einträge Signalintensitäten sind, die die Beziehung
der klassenzugehörigen Proben (Seren) zu den Analyten (Peptide) beschreiben, wobei
die Analyten als Deskriptoren (Merkmale) der Proben dienen. P-SVM selektiert kleine
informative Datensätze (Merkmalsselektion), wobei die Anzahl auszuwählender Merkmale
(Peptide) auf 10 begrenzt wurde. Für jedes selektierte Merkmal gibt P-SVM die Anzahl
der sowohl richtig positiv und negativ als auch falsch positiv und negativ klassifizierten
Proben, sowie die Fehlerrate der Klassifizierung an.
Die Bestimmung der diagnostischen Zuverlässigkeit erfolgte durch leave-one-out Kreuz-
validierung, wobei in einem Datensatz mit n Proben, mit n-1 Datenpunkten Merk-
malsselektion durchgeführt und anschließend der n-te Datenpunkt mit den selektierten
Merkmalen vorhergesagt wurde. Diese Prozedur wurde n Mal durchgeführt, so dass
jeder Datenpunkt einmal vorhergesagt wurde. Dabei werden für unterschiedliche n-1
Trainingsdatensätze geringfügig verschiedene Merkmalsgruppen gewählt, aus denen nach
n Durchgängen, je nach Häufigkeit der einzelnen Merkmale, charakteristische Merkmals-
gruppen ermittelt werden. Für jede selektierte Merkmalsgruppe, bestehend aus 1 bis 10
Peptiden, gibt P-SVM einen Mittelwert für die Anzahl der sowohl richtig positiv und
negativ als auch falsch positiv und negativ vorhergesagten Proben für alle Datenpunkte,
sowie die Fehlerrate der Vorhersage an.
3.16.7 Signifikanz der Klassifizierung und Diagnose mit P-SVM
Die Signifikanz der Klassifizierungsgenauigkeit und dignostischen Zuverlässigkeit mit den
bestimmten Merkmalen wurde durch zufälligen Austausch der Gruppenkennzeichnung
jedes Datenpunktes getestet (label shuffling), wobei die Anzahl der ausgetauschten
Gruppenlabels immer mindestens halb so groß ist, wie die Hälfte der Anzahl der Proben
in der kleineren Gruppe. Der so entstandene, vermischte Datensatz wird mit P-SVM auf
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ebenso gute oder bessere Klassifizier- bzw. Vorhersagbarkeit getestet. Dieses Verfahren
wurde 1000 Mal wiederholt. Die Signifikanz p der Klassifizierungsgenauigkeit und der
dignostischen Zuverlässigkeit berechnet sich dann aus der Anzahl der Male, bei der eine
genauso gute oder bessere Klassifizierungsgenauigkeit bzw. dignostischen Zuverlässigkeit
erhalten wurde, geteilt durch 1000.
3.16.8 Epitopsuche - BLAST
NCBI blastp 2.2.25+ Analysen wurden für alle identifizierten klassifizierenden Peptide
durchgeführt [3]. Die Aminosäuresequenzen wurden gegen eine nicht-redundante Protein-
sequenzdatenbank, die auf Maus- (GP/10090.9559/ RefSeq-protein) bzw. Humanproteine
(GP/9606.9558/RefSeq-protein) beschränkt war, abgeglichen. Die maximale Trefferzahl,
die Sequenzidentität sowie die Signifikanz der Treffer (E-Wert) wurden bestimmt (siene
Tabelle 5, Anhang A).
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4 Ergebnisse und Diskussion I:
Mikroarray-Technologie
4.1 Analyse von Bindungsprofilen monoklonaler Antikörper
gegenüber Epitoppeptidbibliotheken
4.1.1 Reproduzierbarkeit der Messung von Antikörper-Peptid-Interaktionen
An einem Testsystem, bestehend aus 26 Glasträger-gebundenen Peptiden (Epitop, Epitop-
homologe und -nichthomologe Peptide) und dem gegen diese Peptide gerichteten monoklo-
nalen Antikörper CB4-1, wurde die Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten innerhalb
eines und zwischen verschiedenen Glasträgern untersucht.
850 µm
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18 14 152
12 17 13 16
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22 10 21 11
18 8 92
6 24 7 23
2 184 5
1 26 3 25
A B
Abbildung 4.1: Mikroarray Design. A: Ein repräsentativer Satz von 26 CB4-1-bindenden Peptiden
wurde in einer 4 x 8 Matrix auf Glasträgern immobilisiert. Ein hochaffines Peptide (ID 18) und eine
niedrigaffines Peptid (ID 2) wurden als Kontrollen in jeweils vier Replikaten auf jedem Peptidfeld
integriert. B: Auf jeden Glasträger wurden 16 identische Peptidfelder gedruckt. Der bedruckte Glasträger
wird mit dem monoklonalen Antikörper CB4-1 inkubiert. Eine Antikörper-Peptid-Bindung wird über
ein Fluoreszenzsignal unter Verwendung eines fluorochrommarkierten Sekundärantikörpers detektiert.
Entnommen aus Tapia und Bongartz et al. [147].
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Der monoklonale Antikörper CB4-1 ist gegen das p24 Antigen (HIV-1) der Maus
gerichtet und wurde bereits in zahlreichen Studien auf dessen Bindungseigenschaften hin
untersucht [66, 84]. Dabei wurden zahlreiche bindende Peptide identifiziert [71, 85, 129],
aus denen ein repräsentativer Satz von 26 Peptiden (Tabelle 3.6) für diese Untersuchung
so ausgewählt wurde, dass ein möglichst großer Affinitätsbereich gleichmäßig abgedeckt
wurde [163]. Die Affinität der jeweiligen Antikörper-Peptid-Komplexe ist in Tabelle 3.6
als negativer dekadischer Logarithmus der Bindungsdissoziationskonstante KD aufgelistet
(pKD = 3.52− 9.00).
Unter Verwendung der Peptid-Drucktechnologie [138] wurden diese Peptide auf Glasträ-
gern verschiedener Glasträgerhersteller (Gnx, Eri, Grn, Crn), wie in Abb. 4.1 dargestellt,
immobilisiert. Auf jeden Glasträger wurden 16 identische Peptidfelder gedruckt, wobei
ein Peptidfeld aus den 26 Peptiden zusammengesetzt ist, die in einer Matrix von 4x8
Peptiden angeordnet sind. Zusätzlich wurden als interne Kontrollen ein niedrigaffines
Peptid (ID 2) und ein hochaffines Peptid (ID 18) in jeweils vier Replikaten, verteilt auf
dem Peptidfeld, aufgetragen. Der bedruckte Glasträger wird im Folgenden als (Peptid-)
Mikroarray bezeichnet.
Vier Replikate jedes Mikroarraytyps (Gnx, Eri, Grn und Crn) wurden an zwei ver-
schiedenen Tagen (je zwei Replikate pro Tag) mit dem monoklonalen Antikörper CB4-1
inkubiert. Über ein Fluoreszenzsignal konnte die Bindung des Antikörpers an jedes
der Peptide detektiert und durch Messen der Signalintensität (SI) quantifiziert werden
(Signalintensitätshistogramme siehe Abb. 2, Anhang B).
Da jedes Peptid auf einem Mikroarray in mindestens 16 Replikaten vorliegt, kann der
Mittelwert der Signalintensität, sowie deren Standardabweichung für jedes Peptid berech-
net werden. Die so bestimmte Variabilität der Signalintensität innerhalb jedes Mikroarrays
(intra-Mikroarray Variabilität) ist in Abb. 4.2 in Form des Variationskoeffizienten (CV)
dargestellt. Für jedes Mikroarray wurde der Mittelwert der Signalintensität gegen den
Variationskoeffizienten aufgetragen. Die gepunktete Linie spiegelt den Mittelwert des CV
über alle Replikate eines Mikroarraytypen wider (siehe auch Tabelle 4.1).
Insgesamt konnte ein relativer Fehler von 28% bestimmt werden. Im Allgemeinen unter-
liegen kleine Signalintensitäten einem größeren relativen Fehler als hohe Signalintensitäten.
Dies spiegelt sich in wesentlich vom Mittelwert abweichenden Variationskoeffizienten
wider (2 bis 5 mal größer), während die Variationskoeffizienten für hohe Signalintensitäten
eher um den Mittelwert des CV verteilt sind.
Die Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten zwischen verschiedenen Mikroarrays eines
Typs (inter-Mikroarray Variabilität) wurde für verschiedene Einflussfaktoren untersucht.
Die jeweils vier Mikroarrays der Datensätze Gnx und Eri gehören zu der gleichen
Produktionscharge, d.h. sie wurden in einem Produktionslauf bedruckt, während jeweils
zwei der vier Mikroarrays der Datensätze Grn und Crn an unterschiedlichen Tagen
bedruckt wurden, und somit zu unterschiedlichen Produktionschargen gehören. Des
Weiteren wurden die Mikroarrays jeweils in Replikatpaaren an unterschiedlichen Tagen
inkubiert. Dieses experimentelle Design ermöglicht, das Ausmaß von produktionsbedingten
und experimentellen Einflussfaktoren zu untersuchen.
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Abbildung 4.2: Intra-Mikroarray-Variabilität der Signalintensität für vier kommerziell erhältliche Glas-
trägertypen. Für jeden Mikroarraydatensatz ist der Variationskoeffizient (CV) der 26 peptidassoziierten
mittleren Signalintensitäten für vier Wiederholungsmessungen dargestellt. Die gepunkteten Linien reprä-
sentieren den mittleren CV über alle Replikate eines Datensatzes. Gnx, Eri: Alle Wiederholungsmessungen
(A01-A04) wurden auf Mikroarrays durchgeführt, die zur selben Produktionscharge gehören. Replikatpaare
wurden an verschiedenen Tagen inkubiert. Grn, Crn: Die Wiederholungsmessungen (A01-A02, B01-B02)
wurden auf Mikroarrays durchgeführt, die zur verschiedenen Produktionschargen (A, B) gehören (leere
und gefüllte Symbole). Replikatpaare wurden an verschiedenen Tagen inkubiert. Entnommen aus Tapia
und Bongartz et al. [147].
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Die Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten zwischen verschiedenen Mikroarrays
kann durch den Korrelationskoeffizienten (r2) ausgedrückt werden (Tabelle 4.1). Die Kor-
relationskoeffizienten (r2) für alle Replikatpaare innerhalb jedes Mikroarray Datensatzes
wurden bestimmt und ergaben Werte von 0.95-0.99 (Gnx), 0.87-0.99 (Grn), 0.95-0.99 (Eri)
und 0.79-0.96 (Crn). Deren jeweilige Mittelwerte (Tabelle 4.1) wurden zur Einschätzung
der Qualität jedes Mikroarray-Datensatzes herangezogen. Die größte Reproduzierbarkeit
der Signalintensitäten wurde für die Aldehyd-funktionalisierten Mikroarray-Datensätze
(Gnx, Eri und Grn) gefunden. Die Gründe für die geringere Reproduzierbarkeit innerhalb
des Crn Datensatzes werden in Abschnitt 4.4 diskutiert. Der Mittelwert über alle Korre-
lationskoeffizienten (r2=0.94) illustriert die außerordentlich gute Reproduzierbarkeit von
Antigen-Antikörper-Bindungsstudien auf Peptid-Mikroarrays.
Tabelle 4.1: Intra-Mikroarray-Variabilität und Reproduzierbarkeit von SI -Messungen. Die Intra-
Mikroarray-Variabilität wird durch den mittleren Variationskoeffizienten (CV) für peptidassoziierte
Signalintensitäten innerhalb jedes Mikroarrays für je vier Wiederholungsmessungen angegeben. Die
Reproduzierbarkeit von Signalintensitäten zwischen verschiedenen Mikroarrays jedes Typs wird durch
den mittleren Korrelationskoeffizienten (r2) beschrieben.
Mikroarray Intra-Mikroarray Reproduzier-
Datensatz Variabilität (CV) barkeit (r2)
Gnx 0.31 ± 0.177 0.98 ± 0.013
Grn 0.26 ± 0.184 0.92 ± 0.055
Eri 0.29 ± 0.469 0.98 ± 0.017
Crn 0.25 ± 0.206 0.88 ± 0.060
Zur graphischen Veranschaulichung wurde die mittlere intra-Mikroarray Signalintensi-
tät jedes Mikroarrays gegen die mittlere Gesamtsignalintensität aller Mikroarrays des
jeweiligen Typs aufgetragen (Abb. 4.3).
Allein durch den Korrelationskoeffizienten kann jedoch noch keine Aussage über die
Reproduzierbarkeit der absoluten Signalintensitäten von verschiedenen Mikroarrays
getroffen werden. Signale, die in ihrer Intensität verschoben sind, können trotzdem gut
korreliert sein. Jedoch würde eine Signalversetzung eine Normierung der Daten erfordern,
um sie miteinander vergleichbar zu machen. Eine gute Reproduzierbarkeit der absoluten
Signalintensität zeigt sich in Abb. 4.3 darin, dass die einzelnen Datenpunkte nicht stark
von der Winkelhalbierenden abweichen.
Wie in den Datensätzen Gnx und Eri verdeutlicht wird, ist der Einfluss verschiede-
ner Inkubationstage auf die Reproduzierbarkeit der Signalintensität sehr klein. Jedoch
können Replikate, die aus verschiedenen Produktionschargen stammen, sich stark in
der absoluten mittleren Signalintensität unterscheiden (Datensatz Grn). Im Datensatz
Crn weichen die einzelnen Datenpunkte, nicht nur zwischen, sondern auch innerhalb von
Produktionschargen stark von der Winkelhalbierenden ab.
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Abbildung 4.3: Reproduzierbarkeit von peptidassoziierten Signalintensitäten aus vier Wiederholungs-
messungen. Gnx, Eri: Alle Wiederholungsmessungen (A01-A04) wurden auf Mikroarrays durchgeführt,
die zur selben Produktionscharge gehören. Replikatpaare wurden an verschiedenen Tagen inkubiert. Grn,
Crn: Die Wiederholungsmessungen (A01-A02, B01-B02) wurden auf Mikroarrays durchgeführt, die zur
verschiedenen Produktionschargen (A, B) gehören (leere und gefüllte Symbole). Replikatpaare wurden an
verschiedenen Tagen inkubiert. Die mittlere intra-Mikroarray Signalintensität jedes Mikroarrays wurde
gegen die mittlere Gesamtsignalintensität aller Mikroarrays des jeweiligen Typs aufgetragen. Die Win-
kelhalbierenden wurden in allen Graphen eingezeichnet, um die Reproduzierbarkeit der Signalintensität
zwischen verschiedenen Replikaten direkt zu veranschaulichen. Die mittleren Korrelationskoeffizienten
(r2) sind in Tabelle 4.1 gezeigt. Entnommen aus Tapia und Bongartz et al. [147].
4.1.2 Genauigkeit quantitativer Bindungsstudien mit Peptid-Mikroarrays
Die Peptid-Mikroarray Technologie findet bisher vor allem in qualitativen Bindungsstu-
dien, wie der Identifizierung von Biomarkern und Epitopen oder von Enzym-Substrat-
Spezifitäten Verwendung. Nur wenige Studien beschäftigen sich mit der quantitativen
Bestimmung von Affinität oder Enzymaktivität mittels Mikroarray-Bindungsstudien
[72, 78].
Hier stellt sich die Frage, inwieweit die gemessene Signalintensität für einen Antikörper-
Peptid-Komplex dessen Bindungsstärke wiedergibt. In diesem Abschnitt wird erstmals
die Zuverlässigkeit quantitativer Bindungsstudien mittels Mikroarrays untersucht.
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Das verwendete Modellsystem, das bereits für die Untersuchungen in Abschnitt 4.1.1
benutzt wurde, besteht aus dem anti-Maus-p24 (HIV-1) Antikörper CB4-1 (Analyt)
und einem Satz von 26 CB4-1-bindenden Peptiden, die auf Aldehyd-funktionalisierten
Glasträgern immobilisiert wurden (Abb. 4.1). Für diese Untersuchungen wurden Gnx-
Glasträger derselben Produktionscharge verwendet, da sie, wie im vorherigen Abschnitt
dargelegt, den qualitativen Ansprüchen von allen untersuchten Mikroarraytypen am
Besten genügen. Die Affinität von CB4-1 zu jedem dieser Peptide wurde durch SPR-
Messungen bestimmt (Tabelle 3.6). Das Peptidrepertoire deckt einen Affinitätsbereich
von ca. KD =1 mM−1 nM (pKD = 3.52− 9.00) ab.
CB4-1 wurde in einer Konzentrationsserie von fünf verschiedenen Konzentrationen
inkubiert (3.34 µM, 667 nM, 66.7 nM, 6.67 nM und 667 pM) (Signalintensitätshistogramme
siehe Abb. 3, Anhang B). Die peptidassoziierten mittleren Signalintensitäten wurden
für alle Konzentrationen bestimmt und gegen den zugehörigen pKD-Wert aufgetragen.
In Abb. 4.4-A und 4.4-B ist dies für zwei Beispieldatensätze (3.34 µM und 667 pM)
dargestellt.
Inwieweit die Bindungsdissoziationskonstante durch die Signalintensität wiedergege-
ben werden kann, wurde durch nichtlineare Regression der experimentellen Daten an
ein Bindungsmodell, das sich vom Massenwirkungsgesetz ableitet, beschrieben. Das
Modell basiert auf einer nichtlinearen Beziehung zwischen der Bildung von Antikörper-
Peptid-Komplexen als Funktion der Bindungsdissoziationskonstante (Gleichung 4.1). Der
Parameter [AP ] beschreibt die effektive Konzentration des gebildeten Komplexes zwischen
Antikörper A und Peptid P , wobei [P ] die effektive Peptidkonzentration und [A]i die
absolute Antikörperkonzentration der jeweiligen, bei den fünf Antikörperkonzentrationen
durchgeführten Untersuchung i bezeichnet.
[AP ] = [A]i + [P ] +KD2 −
√
([A]i + [P ] +KD)
2
4 − [A]i · [P ] (4.1)
Des Weiteren beschreibt das Modell eine lineare empirische Relation zwischen Sig-
nalintensität SI und der Antikörper-Peptid-Komplex-Konzentration (Gleichung 4.2).
Es wird angenommen, dass SI proportional zu [AP ] ist, wobei es sich bei α um einen
Proportionalitätsfaktor handelt und die Konstante β die Hintergrund-Signalintensität
bei Nichtvorhandensein von Antikörper-Peptid-Komplexen, beschreibt.
SI = α · [AP ] + β (4.2)
Das Modell ist stark vereinfacht, da angenommen wird, dass der Antikörper nur auf
einen Bindungspartner trifft. Dass auf einem Peptid-Mikroarray viele verschiedene Peptide
um die Bindung des Antikörpers konkurrieren, wurde hier nicht berücksichtigt.
Das Modell wurde auf die experimentellen Daten angewendet, wobei alle Parameter
unbeschränkt gelassen wurden. Die resultierende Regressionskurve generiert theoretische
Werte der Signalintensität, die idealerweise die Antikörper-Peptid-Komplex-assoziierten
Bindungssignale repräsentieren. Exemplarisch sind für zwei Antikörperkonzentrationen
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Abbildung 4.4: Genauigkeit quantitativer Bindungsstudien mit Peptid-Mikroarrays. Die peptidassozi-
ierten Signalintensitäten sind gegen die Bindungsdissoziationskonstante für die höchste (A) und niedrigste
(B) verwendete Antikörperkonzentration aufgetragen. Die Regressionskurven wurden durch Anwendung
von Gleichung 4.2 erzeugt, wobei alle Parameter unbeschränkt gelassen wurden. Die Genauigkeit der
Signalintensitätsmessungen wird durch den Korrelationskoeffizienten (r2) wiedergegeben. Entnommen
aus Tapia und Bongartz et al. [147].
Tabelle 4.2: Regressionskoeffizienten der Datenregression mit Gleichung 4.2 bei fünf verschiedenen
Antikörperkonzentrationen.
[A] (M) r2
6.67e-10 0.91
6.67e-09 0.82
6.67e-08 0.77
6.67e-07 0.75
3.34e-06 0.75
(3.34 µM und 667 pM) die Diagramme zur Darstellung der peptidassoziierten mittleren
Signalintensitäten als Funktion der Bindungsdissoziationskonstante, sowie die jeweiligen
Regressionskurven gezeigt (Abb. 4.4).
Inwieweit die gemessene Signalintensität für einen Antikörper-Peptid-Komplex dessen
Bindungsstärke wiedergibt, wird durch die Genauigkeit der Datenregression, also durch
den Korrelationskoeffizienten (r2) wiedergegeben (Tabelle 4.2). Der Korrelationskoeffizient
rangiert für die fünf Antikörperkonzentrationen in der Größenordnung von r2 = 0.75
(3.34 µM) bis r2 = 0.91 (667 pM) und beträgt im Mittel r2 = 0.80. Die Genauigkeit
der Datenregression erhöht sich, je geringer die verwendete Antikörperkonzentration
ist. Bei hohen Antikörperkonzentrationen (3.34 µM) sind die Hintergrundsignale im
Vergleich zu den Messungen bei niedrigeren Konzentrationen erhöht. Zum anderen sind
die Signalintensitäten für starke Binder (pKD = 7.5−9) verkleinert. Diese Effekte werden
in Abschnitt 4.4 diskutiert.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Bindungsstärke eines Antikörper-Peptid-Komplexes
sehr genau durch die gemessene Signalintensität wiedergegeben werden kann. Sie ver-
deutlichen aber auch, dass die Verwendung geringer Konzentrationen die Genauigkeit
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Abbildung 4.5: Genauigkeit quantitativer Bindungsstudien mit Peptid-Mikroarrays bei verschiedenen
Antikörperkonzentrationen. A: Die Kurven wurden durch Regression der peptidassoziierten Signalin-
tensitäten bei fünf verschiedenen Antikörperkonzentrationen erzeugt, wobei die Parameter α, β und die
effektive absolute Peptidkonzentration [P ] global beschränkt wurden, was eine genauere Bestimmung
von [A]i ermöglicht. B: Die Konzentrationen [P ] und [A]i wurden bestimmt und mit der eingesetzten
Antikörperkonzentration verglichen. Für die kleinste verwendete Antikörperkonzentration (667 pM)
resultiert [A]<[P ], was auf eine Nichtsättigung der Signale für stark bindende Peptide hinweist. Für
hohe Antikörperkonzentrationen ist [A]i ca. acht mal kleiner als die erwartete Antikörperkonzentration
(gepunktete Linie). Entnommen aus Tapia und Bongartz et al. [147].
von Signalintensitätsmessungen mit Mikroarrays erhöhen.
4.1.3 Stabilität peptidassoziierter Signalintensitäten bei verschiedenen
Antikörperkonzentrationen
In Abschnitt 4.1.2 wurde bereits gezeigt, dass sich die Qualität der Datenregression bei
verschiedenen Antikörperkonzentration unterscheiden kann. Im Folgenden soll nun genau-
er untersucht werden, wie sich die verwendete Antikörperkonzentration auf die Qualität
der Datenregression auswirkt. Dazu wurden alle 26 peptidassoziierten Signalintensitäten
bei fünf verschiedenen Antikörperkonzentrationen (Versuchsaufbau siehe Abschnitt 4.1.2)
dahingehend analysiert, inwieweit sie die eingesetzten Antikörperkonzentrationen wieder-
geben.
Da das hierzu verwendete Modell (Gleichungen 4.1-4.2) vier verschiedene Parameter
enthält, was zu einer enormen Komplexität führt, wurde es dahingehend vereinfacht, dass
der Skalierungsfaktor α sowie der Hintergrundfaktor β für alle Datensätze denselben
Wert annehmen. Des Weiteren wurde angenommen, dass der Parameter [P ], der die
effektive absolute Peptidkonzentration repräsentiert, für alle Datensätze konstant ist.
Diese Annahme ist jedoch kritisch, denn obwohl alle verwendeten Mikroarrays zu derselben
Produktionscharge gehören, können sie unterschiedliche Peptiddichten aufweisen, was die
Sensitivität der Signalintensitätsmessung beeinträchtigen kann [80].
Das so veränderte Modell wurde an die experimentellen Daten angepasst und führte zu
Veränderungen des Verlaufs der Regressionskurven für die höchste (3.34 µM) und niedrigs-
te (667 pM) verwendete Antikörperkonzentration (Abb. 4.5-A). Für die höchste (3.34 µM)
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Antikörperkonzentration konnte dadurch, dass der Hintergrundfaktor β konstant gehalten
wurde, der Effekt unspezifischer Bindung auf die Regressionskurve korrigiert werden.
Für die niedrigste (667 pM) verwendete Antikörperkonzentration wurde die maximale
Signalintensität auf einen neuen Wert gesetzt, der durch den Skalierungsfaktor α definiert
wurde. Für die mittleren Antikörperkonzentrationen (667 nM, 66.7 nM und 6.67 nM)
blieb der Kurvenverlauf auch unter Beschränkung der Parameter erhalten. Man kann
deshalb annehmen, dass die Peptiddichte auf diesen Mikroarrays homogen ist.
Für jeden Datensatz konnten die Konzentrationen [P ] und [A]i mit Hilfe des Modells
bestimmt und mit der tatsächlich eingesetzten Antikörperkonzentration verglichen werden
(Abb. 4.5-B). Für eine verwendete Antikörperkonzentration von 667 pM berechnet das
Modell die Parameter [P ] und [A]i so, dass [A]<[P ] ist, was auf eine Nichtsättigung der
Signale für stark bindende Peptide hinweist. Die Güte dieser Herangehensweise wird durch
eine gute lineare Korrelation zwischen erwarteter und bestimmter Antikörperkonzentration
(r2 = 0.99) ausgedrückt. Dennoch fällt für große Antikörperkonzentrationen auf, dass
die ermittelten Werte für [A]i ca. acht mal kleiner sind als die Werte für die verwendete
Antikörperkonzentration. Für die Regressionskurven in Abb. 4.5-A bedeutet dies, dass
die Kurven, im Vergleich zum erwarteten Verlauf, „zu weit nach rechts“ verschoben sind,
was zu einer Unterschätzung der Signalintensitäten für schwach bindende Peptide führt.
Im Gegensatz dazu sind für kleine Antikörperkonzentrationen die Kurven, im Vergleich
zum erwarteten Verlauf, „zu weit nach links“ verschoben, was zu einer Überschätzung
der Signalintensitäten führt.
4.1.4 Quantitative Bestimmung von Affinität mittels Peptid-Mikroarrays
Die quantitative Bestimmung der Bindungsstärke eines Antikörper-Peptid-Komplexes
unter Verwendung von Peptid-Mikroarrays erfordert die Bestimmung der Gleichgewichts-
konzentration des Antikörper-Peptid-Komplexes bei verschiedenen Antikörperkonzentra-
tionen. Die Gleichgewichtskonzentration kann, wie in Abschnitt 4.1.2 beschrieben, durch
die mittlere Signalintensität eines Antikörper-Peptid-Komplexes wiedergegeben werden.
Daher wurde der Antikörper CB4-1 in fünf verschiedenen Konzentrationen (3.34 µM,
667 nM, 66.7 nM, 6.67 nM und 667 pM) auf Gnx Mikroarrays inkubiert und die pepti-
dassoziierten mittleren Signalintensitäten für alle Antikörperkonzentrationen gemessen
(Versuchsaufbau siehe Abschnitt 4.1.2). Zur Bestimmung der Bindungsdissoziationskon-
stante KD wurde die mittlere Signalintensität für alle Antikörper-Peptid-Komplexe gegen
die Antikörperkonzentration [A]i aufgetragen und die Datenpunkte durch nicht-lineare
Regression an ein Modell angepasst, das den Zusammenhang zwischen SI und KD
beschreibt.
Das Modell basiert auf dem Massenwirkungsgesetz und wurde bereits in Abschnitt 4.1.2
beschrieben (Gleichung 4.1-4.2). Unter der Annahme, dass [A]i  [P ] ist, woraus [A]i −
[AP ] ≈ [A]i folgt, ergibt sich das in Gleichung 4.3 gezeigte Regressionsmodell, wobei
SImax = α · [P ] ist.
SI = α · [AP ] + β = SImax · [A]i
KD + [A]i
+ β (4.3)
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Für jedes der 26 Peptide wurden fünf Datenpunkte (fünf Antikörperkonzentrationen)
erzeugt, deren Regression an das Modell sehr gute Korrelationen lieferten (r2=0.90-0.99)
(Tabelle 4.3).
Tabelle 4.3: Regressionskoeffizienten der durch Gleichung 4.3 gefitteten Daten für 26 Peptide bei fünf
Antikörperkonzentrationen.
ID Peptidsequenz r2 ID Peptidsequenz r2
1 GATPQDLNTML 0.90 14 LELIQDLNQKLQDGF 0.99
2 EAWVLRGAMILWKTD 0.97 15 GATPEDLNQKLAGN 0.95
3 EAWVLEGAMILWKTD 0.98 16 GLYEWGGARITNTD 0.99
4 TTMEWFRITDGARIM 0.99 17 RDFDKEWNLIEQNS 0.99
5 ITDGARIM 0.99 18 GATPEDLNQKL 0.95
6 DYFDLTQDNIIERRN 0.99 19 GLKEWGGARIT 0.99
7 DYFDLTQDNIITRRN 0.99 20 GATPEDLNAKL 0.93
8 DYFDLTQDNIITRRL 0.98 21 DATPEDLNAKL 0.97
9 LEMKQDLNIMLQDGF 0.99 22 DATPEDLNARL 0.99
10 LEMKQDLNPMLQDGF 0.98 23 DALPEWGGARI 0.99
11 LEMKQDLNQMLQDGF 0.99 24 DALYEWGGARI 0.99
12 LEMKQDLNIKLQDGF 0.99 25 FATPEDLNQKL 0.94
13 LEMKQDLNQKLQDGF 0.98 26 FDKEWGGIRIT 0.99
Für vier der 26 Peptide sind die Kurven in Abbildung 4.6-A dargestellt. Daraus wird
ersichtlich, dass für niedrigaffine Peptide (pKD=4.52) die Datenpunkte nicht den linearen
Bereich der sigmoiden Kurven abdecken. Folglich kann auch die Datenregression für
diese Peptide fehlerbehaftet sein und falsche KD-Werte liefern. Daraus resultiert, dass
für eine verlässliche Datenregression und somit Bestimmung von KD die verwendete
Antikörperkonzentration höher als der größte KD-Wert sein muss. Jedoch waren bei
hohen Konzentrationen (3.34 µM) bereits Anzeichen unspezifischer Bindung zu erkennen
(Abschnitt 4.1.2). Diese limitierenden Faktoren deuten darauf hin, dass mit Peptid-
Mikroarrays ein maximaler KD von 10 µM (pKD=5.0) präzise bestimmt werden kann.
Ungeachtet dessen wurden die KD-Werte für alle Peptide bestimmt und mit denen aus
unabhängig davon durchgeführten SPR-Messungen verglichen. Der ermittelte KD-Bereich
erstreckt sich über vier Größenordnungen (0.3 µM-2 nM) (pKD=4.44-8.69), was auch
dem generellen Affinitätsbereich von Antikörper-Peptid-Komplexen entspricht [108]. Die
Korrelationsanalyse (Abb. 4.6-B) der durch Peptid-Mikroarrays vorhergesagten und durch
SPR-Messungen bestimmten Bindungsdissoziationskonstanten (hier dargestellt als pKD)
ergab einen Korrelationskoeffizienten von r2=0.70, wobei die Summe der quadratischen
Abweichungen der vorhergesagten von den erwarteten pKD-Werten maximal 7% betrug.
48
KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION I: MIKROARRAY-TECHNOLOGIE
3 4 5 6 7 8 9 10
3
4
5
6
7
8
9
10
SPR pKD
M
ik
ro
ar
ra
y 
pK
D
3 4 5 6 7 8 9 10
0
10000
20000
30000
40000
50000 4.52
5.70
7.00
7.71
pK D
-log [A]
in
tra
-M
ik
ro
ar
ra
y 
SI
A B
r² = 0.70
Abbildung 4.6: Quantitative Bestimmung von Affinität mit Peptid-Mikroarrays. A: Peptidassoziierte
Signalintensitäten wurden gegen die verwendete Antikörperkonzentration [A] aufgetragen. Die Kurven für
vier Beispielpeptide sind gezeigt. Die Regression der Datenpunkte erfolgte durch globale Beschränkung
der Parameter SImax und β. Für jedes Peptid wurde ein Wert für pKD ermittelt. B: Die vorhergesagten
pKD-Werte wurden gegen die durch SPR-Messungen bestimmten pKD-Werte aufgetragen und durch
lineare Regression verglichen. Ein Korrelationskoeffizient von r2=0.70 wurde ermittelt. Gestrichelte Linien
repräsentieren die oberen und unteren 95% des Konfidenzintervalls der Regressionsgeraden. Entnommen
aus Tapia und Bongartz et al. [147].
Die Bindungsdissoziationskonstante für einen Antikörper-Peptid-Komplex kann noch
nicht mit sehr hoher Zuverlässigkeit bestimmt werden. Mögliche Gründe dafür wer-
den in Abschnitt 4.4 diskutiert. Inwieweit die Mikroarraytechnologie für qualitative
Bindungsstudien geeignet ist, soll im folgenden Abschnitt gezeigt werden.
4.1.5 Qualitative Bestimmung von Affinität mittels Peptid-Mikroarrays
Ein Hauptanwendungsgebiet von Peptid- und Protein-Mikroarrays ist die Identifizierung
von Bindungspartnern, z.B. bei der Suche nach Enzymsubstraten oder Antikörperepito-
pen. Das Ziel einer solchen qualitativen Anwendung ist, die immobilisierte Probe (z.B.
Peptid) als Binder oder Nichtbinder eines Analyten (z.B. Antikörper) zu identifizieren.
Wie zuverlässig eine solche Aussage getroffen werden kann, wird in diesem Abschnitt
untersucht.
Zunächst musste dazu ein Kriterium gefunden werden, das die untersuchten Peptide
in ihre Klasse, Binder oder Nichtbinder, einteilt. Die Affinität, die die Grenze zwischen
diesen beiden Klassen markiert, wird im Folgenden als pKGD bezeichnet. Anschließend
wurde die Rate der korrekt klassifizierten Peptide (Vorhersagegenauigkeit) bestimmt.
Ein Kriterium, das die Klassenzugehörigkeit bestimmt, ist der p-Wert. Der p-Wert ist ein
von der Mikroarrayanalysesoftware Genespotter (MicroDiscovery GmbH) bereitgestellter
Wert, der die Wahrscheinlichkeit angibt, dass das Spotsignal sich vom Hintergrundsignal
unterscheidet (für eine detaillierte Beschreibung siehe Genespotter Hilfe-Funktion). Alle
Spots, die einen p-Wert kleiner als 0.001 aufweisen, werden als Binder und alle Übrigen
als Nichtbinder, die in Abb. 4.7-A durch den grauen Bereich graphisch veranschaulicht
werden, definiert.
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Die Sensitivität (Richtigpositivrate), die Spezifität (Richtignegativrate) und die Genau-
igkeit der Vorhersage der Klassenzugehörigkeit wurden bestimmt (Gleichungen 4.4 - 4.6),
wobei rp und rn die Anzahl der Peptide angeben, die korrekt als Binder oder Nichtbinder
und fp und fn die Anzahl der Peptide angeben, die falsch als Binder oder Nichtbinder
klassifiziert wurden. Dabei wurde die Affinitätsgrenze pKGD in kleinen Schritten über die
gesamten Affinitätsbereich hinweg verschoben (vertikale Linie in Abb. 4.7-A), und der
pKGD-Wert bestimmt, der die größte Vorhersagegenauigkeit lieferte.
Sensitivität = rp
rp+ fn (4.4)
Spezifität = rn
fp+ rn (4.5)
Vorhersagegenauigkeit = rp+ rn
rp+ rn+ fp+ fn (4.6)
Die in Abb. 4.7-A gezeigten Daten wurden bei einer Antikörperkonzentration von
667 nM gemessen. Es ist zu beachten, dass es sich hierbei nicht um gemittelte Signalin-
tensitäten handelt, sondern dass jeder Spot für die Vorhersage in Betracht gezogen wurde.
Die erhaltenen großen Vorhersagegenauigkeiten sind hier durch eine ROC-Kurve bei
einer Antikörperkonzentration von 667 nM und einem pKGD-Wert von 6.2 veranschaulicht
(Abb. 4.7-B). Die Größe der Fläche unter der Kurve (AuC) beträgt 0.98.
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Abbildung 4.7: Qualitative Bestimmung von Affinität mit Peptid-Mikroarrays. A: Peptidassoziierte
Signalintensitäten, gemessen für einzelnen Peptidspots bei einer Antikörperkonzentration von 667 nM
sind gegen die Dissoziationskonstante aufgetragen. Die Peptide wurden anhand des p-Wert-Kriteriums
in die Affinitätsklassen Binder und Nichtbinder eingeteilt. Der graue Bereich dient der graphischen
Veranschaulichung der Grenze zwischen den Affinitätsklassen. Die Affinitätsgrenze pKGD (vertikale Linie),
die die größte Vorhersagegenauigkeit der Affinitätsklassen lieferte, wurde bestimmt. B: ROC-Kurve bei
einer Antikörperkonzentration von 667 nM und einem pKGD-Wert von 6.2, AuC = 0.98.
In Tabelle 4.4 sind die Sensitivität, die Spezifität sowie die Genauigkeit der Vorher-
sage der Affinitätsklassen mit den dazugehörigen pKGD-Werten für p < 0.001 bei allen
verwendeten Antikörperkonzentrationen dargestellt.
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Die Vorhersagegenauigkeit ist hoch bis sehr hoch und beträgt im Mittel 91%. Die Affi-
nitätsgrenzen pKGD liegen für kleine Antikörperkonzentrationen bei pKGD = 7, verändert
sich jedoch mit größer werdener Antikörperkonzentrationen hin zu pKGD = 5.
Tabelle 4.4: Vorhersagegenauigkeit der Bestimmung von Affinitätsklassen mit dem p-Wert-Kriterium.
Die Sensitivität, Spezifität und Genauigkeit der Affinitätsklassenvorhersage bei verschiedenen Antikörper-
konzentrationen sind gezeigt. pKGD gibt die jeweilige Affinitätsgrenze an.
[A] (M) pKGD Genauigkeit (%) Sensitivität Spezifität
6.67e-10 7 94 0.89 0.96
6.67e-09 7 90 0.88 0.91
6.67e-08 7 91 0.89 0.91
6.67e-07 6.0-6.2 94 0.92 0.96
3.34e-06 5 88 0.90 0.81
Ein weiteres Kriterium, das die Klassenzugehörigkeit bestimmt, wurde bereits zur
Bestimmung der Vorhersagegenauigkeit der Klassenzugehörigkeit bei Peptid-Makroarrays,
also auf Zellulosemembranen immobilisierten Peptiden, verwendet [163]. Hierbei wurde der
Mittelwert der Hintergrund-Signalintensität plus dessen dreifache Standardabweichung
als Grenze für die Klassenzugehörigkeit, Binder oder Nichtbinder, definiert.
Diese Methode wurde auch für die Mikroarray-Technologie angewendet. Ein Maß dafür,
dass ein Bindungssignal sich vom Hintergrundrauschen unterscheidet, ist das Signal-
Rausch-Verhältnis (engl. Signal-to-Noise-Ratio, SNR) (Definition siehe Abschnitt 3.15.1).
Je größer dieses Verhältnis ist, desto leichter ist es, Informationen zu extrahieren, und desto
zuverlässiger sind die Ergebnisse. Die Grenze, die einen Binder von einem Nichtbinder
unterscheidet, wurde als SNR≥3 definiert. Diese Grenze entspricht genau dem von Weiser
et al. verwendeten Kriterium [163]. Die Vorhersagegenauigkeiten und die Affinitätsgrenzen
pKGD wurden für das SNR-Kriterium bestimmt (Tabelle 4.5) und lieferte vergleichbare
Resultate wie für das p-Wert-Kriterium.
Tabelle 4.5: Vorhersagegenauigkeit der Bestimmung von Affinitätsklassen mit dem SNR>3-Kriterium.
Die Sensitivität, Spezifität und Genauigkeit der Affinitätsklassenvorhersage bei verschiedenen Antikörper-
konzentrationen sind gezeigt. pKGD gibt die jeweilige Affinitätsgrenze an.
[A] (M) pKGD Genauigkeit (%) Sensitivität Spezifität
6.67e-10 7 92 0.95 0.91
6.67e-09 7 91 0.99 0.88
6.67e-08 7 88 0.96 0.85
6.67e-07 6 92 0.88 0.96
3.34e-06 6 81 0.86 0.79
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4.2 Analyse von Serumantikörperbindungsprofilen auf
Zufallspeptidbibliotheken
4.2.1 Technologische und experimentelle Einflussfaktoren
Die Messung von Serumantikörperbindungsprofilen mit Peptid-Mikroarrays ist einer
Reihe technologischer und experimenteller Einflussfaktoren unterworfen. In Abb. 4.8 ist
der prinzipielle Versuchsablauf eines Mikroarrayexperiments dargestellt.
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Abbildung 4.8: Messung von Serumantikörper-Peptid-Interaktionen mit Peptid-Mikroarrays: Ver-
suchsaufbau. Ein mit Peptiden bedruckter Glasträger (Peptid-Mikroarray) wird mit einer Serumprobe
inkubiert. Serumantikörper binden an Peptide was durch einen gegen die konstante Region des Primäran-
tikörpers gerichteten fluorochrommarkierten Sekundärantikörper detektiert wird. Fluoreszenzsignale
werden mit Hilfe eines Mikroarrayscanners ausgelesen und die Signalintensität jedes Peptidspots mit einer
Analysesoftware bestimmt. Die resultierenden Signalintensitäten, die eindeutig den Peptiden auf dem
Mikroarray, sowie der inkubierten Probe zugeordnet werden, dienen als Grundlage der Datenanalyse.
Auf einem mit Peptiden bedruckten Glasträger wird eine biologische Probe inkubiert.
Bereits der Peptid-Mikroarray kann eine Quelle technologischer Varianz sein (siehe Ab-
schnitt 4.1.1). Des Weiteren kann die biologische Probe je nach Art, Herkunft und Qualität
starken Schwankungen unterworfen sein. Die Detektion einer Peptid-Antikörper-Bindung
erfolgt durch einen fluorochrommarkierten antikörperisotypspezifischen Sekundäranti-
körper. Das hervorgerufene Fluoreszenzsignal wird mit Hilfe eines Mikroarrayscanners
ausgelesen. Die technologischen Möglichkeiten des verwendeten Mikroarrayscanners er-
möglicht die gleichzeitige Detektion zweier unterschiedlich markierter Sekundärantikörper.
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Die sich hier stellenden Fragen sind zum einen, welchen Anteil unspezifische Bindung
des Sekundärantikörpers an der gemessenen Signalintensität hat, und zum anderen, ob die
gleichzeitige Bindungsmessung von zwei verschiedenen Sekundärantikörpern verlässlich
ist oder Mischungseinflüssen ausgesetzt ist. Auch die Wahl des Fluorochroms sowie die
Scannereinstellungen bei der Fluoreszenzdetektion haben Auswirkungen auf die gemessene
Signalintensität. Ferner entscheiden bei der eigentlichen Bestimmung der Signalintensität
jedes Spots, die Einstellungen der Analysesoftware, welche Signalintensitätsdaten für die
weitere Datenanalyse zur Verfügung stehen.
Auf die Standardisierung der Methode zur Messung von Serumantikörperbindungspro-
filen wurde in dieser Arbeit besonderen Wert gelegt. Daher wurden alle aufgezählten
Einflussfaktoren genauer untersucht. Die Ergebnisse dieser technologischen Studie werden
in den folgenden Abschnitten dargestellt und diskutiert.
Peptidbibliotheken
Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene Peptidbibliotheken für die Antikörper-
bindungsstudien verwendet (Beschreibung siehe Abschnitt 3.12). Die quantitativen Bin-
dungsstudien (Abschnitt 4.1) erforderten den Gebrauch einer Antigenbibliothek. Die
betrachteten Antigen-Antikörper-Interaktionen sind sehr spezifisch, d.h. der Anteil un-
spezifischer Bindung ist vernachlässigbar klein, was sich auch in einem großen mittleren
Signal-Rausch-Verhältnis (SNR = 55.1) niederschlägt.
Für die in den Kapiteln 4.3 und 5 gezeigten Anwendungen waren keine Antigene
bekannt. Dementsprechend wurde auf Zufallspeptidbibliotheken zurückgegriffen. Im
Vergleich zu Antigen-Peptiden, ist die Bindung eines Antikörpers an Peptide mit zufälliger
Aminosäurezusammensetzung wesentlich schwächer (SNR = 1.6− 6.1) und demzufolge
einer größeren Variabilität unterworfen.
Eine Fehlerquelle, die sich vor allem in Zufallsbibliotheken bemerkbar machen könnte,
sind Cystein-haltige Peptide. Da freie Thiolgruppen zur Bildung von Disulfidbrücken
neigen, würden die u.U. zu Dimeren verknüpften Peptide aufgrund einer veränderten
Konformation andere Bindungseigenschaften aufweisen als ihre monomer vorliegenden
Pendants. Wie bereits in Vorarbeiten gezeigt wurde [22], hat der Austausch von Cystein
durch die Hydroxyaminosäuren Serin, Threonin oder Tyrosin keinen Einfluss auf die
Reaktivität des Peptids. Daher wurde wegen der besseren Synthetisierbarkeit und Hand-
habbarkeit der Peptide und der größeren Stabilität der Mikroarrays auf den Einbau von
Cystein in die Zufallsbibliothek verzichtet.
Außerdem wurden Schwankungen der Signalintensität innerhalb einiger Mikroarrays,
die mit der Zufallsbibliothek P 918213,15 bedruckt waren, offensichtlich. Diese Schwankungen be-
standen in der systematischen Abnahme der Signalintensität innerhalb jedes Unterblockes
des Mikroarrays (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Einfluss verschiedener Peptidbibliotheken auf die Signalintensität. A: Reihen- bzw.
spaltenweise mittlere Signalintensität eines Mikroarrays, der mit Peptidbibliothek P 918213,15 bedruckt ist.
Bei Zeile 10, der Grenze zweier Peptidsubbibliotheken kommt es zu einer sprunghaften Abnahme der
Signalintensität. B: Anordnung verschiedener Peptidsubbibliotheken für einen der drei identischen Blöcke
eines Mikroarrays, der mit Peptidbibliothek P 918213,15 bedruckt ist (Bild generiert und zur Verfügung gestellt
von André Dautcourt).
Im Zuge einer genaueren Untersuchung dieser Signalab- und -zunahme wurde fest-
gestellt, dass diese exakt mit der Anordnung verschiedener Sub-Bibliotheken auf dem
Mikroarray korreliert. Wie bereits in Abschnitt 3.12 beschrieben, besteht die Zufallspep-
tidbibliothek P 918213,15 sowohl aus 13mer als auch aus 15mer Peptiden. Die 15mer Peptide
unterteilen sich wiederum in solche, die aus reinen Zufallssequenzen bestehen, und solche,
die an Position acht in der Sequenz ein Serin (S), Threonin (T) oder Tyrosin (Y) enthalten.
Die Anordnung der unterschiedlichen Sub-Bibliotheken ist für Zufallspeptidbibliothek
P 918213,15 in Abb. 4.9-B für einen der drei identischen Blöcke eines Mikroarrays dargestellt.
Wie aus Abb. 4.9-A ersichtlich, nimmt die Signalintensität reihenweise nur sehr leicht,
aber kontinuierlich ab, was tatsächlich auf den langen Druckprozess zurückzuführen wäre.
Ab Reihe 10, der Reihe, die die Grenze zwischen zwei Sub-Bibliotheken markiert, kommt
es zu einer sprunghaften Abnahme der Signalintensität. Ein funktioneller Zusammenhang
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dieses Signalverlustes wurde ausgeschlossen, da auch 15mer Peptide aus den Reihen
1-9, die zufällig an Position acht ein S, T oder Y enthielten keine signifikant kleinere
Signalintensität aufwiesen als die übrigen 15mer Peptide der Reihen 1-9. Außerdem bleiben
die mittleren Signalintensitäten entlang der Spalten nahezu konstant. Aus Gründen der
Vereinheitlichung wurden für die weiteren Analysen nur die Signale verwendet, die von
den 15mer Zufallspeptiden stammen.
Blockierung freier Bindungsstellen
Um unspezifische Bindung der Antikörper an die Mikroarrayoberfläche zu verhindern,
werden freie Bindungsstellen im ersten Schritt einer Inkubation blockiert. Dies erfolgt
in der Regel mit einer Lösung eines für Antikörper nicht erkennbaren Proteins, wie z.B.
Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumin).
In diesem Abschnitt wird die Effektivität des Blockierens mit BSA und der Einfluss
auf die Signalintensität, das Hintergrundsignal und die Reproduzierbarkeit untersucht.
Der Schwerpunkt wurde hierbei auf die Reaktivität des Sekundärantikörpers gelegt. Ziel
war es vor allem dessen unspezifische Bindung an die Mikroarrayoberfläche zu verringern
und somit die Anzahl der falschpositiven Signale zu minimieren.
Als Testsystem wurden die Sekundärantikörper anti-Maus-IgG2b-A647 (A647: Alexa
Fluor 647) und anti-Maus-IgG2c-A546 (A546: Alexa Fluor 546) betrachtet. Diese Se-
kundärantikörper finden Verwendung bei der Analyse der Autoantikörperrepertoires
von gesunden und autoimmunen Mäusen (Abschnitt 5.2). Die Inkubation erfolgte mit
Mikroarrays, die mit der Peptidbibliothek P 30014+ bedruckt sind. Bei diesem Mikroarraytyp
wurden freie Bindungsstellen bereits während der Herstellung mit BSA blockiert. Um aus-
schließlich das Bindungsverhalten dieser Sekundärantikörper zu untersuchen, wurden die
Mikroarrays ohne vorangegangene Inkubation mit einer Serumprobe (Blank-Inkubation),
jeweils mit anti-Maus-IgG2b und anti-Maus-IgG2c, mit und ohne vorheriger Blockierung
mit BSA, in jeweils zwei Wiederholungsmessungen inkubiert.
Nach Blockierung verringert sich die Hintergrundsignalintensität signifikant für anti-
Maus-IgG2c, erhöht sich jedoch leicht aber signifikant für anti-Maus-IgG2b (Abb. 4.10-B).
Gleichzeitig verringert sich für anti-Maus-IgG2c die Signalintensität, während diese für
anti-Maus-IgG2b annähernd konstant bleibt (Abb. 4.10-A). Insgesamt hat die Blockierung
keinen signifikanten Einfluss auf das Signal-Rausch-Verhältnis für beide Sekundäran-
tikörper (Abb. 4.10-C). Die Signifikanzwerte p wurden mit dem Mann-Whitney Test
berechnet und sind in Tabelle 4.6 gezeigt.
Des Weiteren wurde der Anteil der falschpositiven Signale, also die Anzahl der Peptide,
die vom Sekundärantikörper gebunden wurden, analysiert. Ein Peptid wird als „erkannt“
definiert, wenn sich die peptidassoziierte Signalintensität signifikant vom Hintergrundsi-
gnal unterscheidet. Diese Grenze wurde bei einem Signal-Rausch-Verhältnis SNR > 3
festgelegt (siehe Abschnitt 4.1.5) und die Anzahl der Peptide, die dieses Kriterium erfüllen,
bestimmt.
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Abbildung 4.10: Einfluss von Blockierung mit BSA auf die Signalintensität. A: Signalintensität, gemes-
sen nach Blank-Inkubation für anti-IgG2b und anti-IgG2c mit und ohne vorherigen Blockierungsschritt.
Die Signalintensität für anti-IgG2c verringert sich signifikant. B: Hintergrundsignalintensität, gemessen
nach Blank-Inkubation für anti-IgG2b und anti-IgG2c mit und ohne vorherigen Blockierungsschritt.
Für anti-IgG2c verringert, für anti-IgG2b erhöht sich die Hintergrundsignalintensität signifikant. C:
Das Signal-Rausch-Verhältnis ändert sich für anti-IgG2b und anti-IgG2c nicht signifikant mit und ohne
Blockierungsschritt. D: Peptide mit SNR > 3 werden als, vom Sekundärantikörper falschpositiv erkannt,
definiert. Der Anteil falsch gebundener Peptide durch die Sekundärantikörper verringert sich nach Blo-
ckierung geringfügig um jeweils 2%. Die Signifikanzwerte wurden mit dem Mann-Whitney Test berechnet.
∗∗∗ repräsentieren einen Signifikanzwert von p < 0.001.
Der Anteil der von anti-Maus-IgG2b falsch gebundenen Peptide ändert sich nur gering-
fügig von 11% ohne Blockierung auf 9% mit Blockierung. Anti-Maus-IgG2c bindet ohne
Blockierung 10% der Peptide auf dem Mikroarray falsch, während mit Blockierung der
Anteil ebenfalls leicht, auf 8%, gesenkt wird (Abb. 4.10-D).
Eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhältnisses und Verringerung unspezifischer
Bindung aufgrund des zusätzlichen Blockierungsschrittes konnte für anti-Maus-IgG2b
und -IgG2c nicht festgestellt werden.
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Tabelle 4.6: Einfluss von Blockierung auf die Signalintensität. Die Signifikanzwerte p für die Änderung
der Signalintensität, Hintergrundsignalintensität und des Signal-Rausch-Verhältnisses gemessen nach
Blank-Inkubation für anti-IgG2b und anti-IgG2c mit und ohne vorherigen Blockierungsschritt. Die
Signifikanzwerte wurden mit dem Mann-Whitney Test berechnet.
Signifikanzwerte p
anti-Maus-
IgG2c
anti-Maus-
IgG2b
SI 0.0002 0.86
Hintergrund SI < 0.0001 < 0.0001
SNR 0.43 0.82
Serumkonzentration
Die für Serumantikörperbindungsstudien geeignete Serumkonzentration wurde in einer
Konzentrationsreihe bestimmt. Ein humanes Kontrollserum wurde in acht verschie-
denen Verdünnungen (1:5−1:10000) auf jeweils einem Mikroarray inkubiert. Das ent-
spricht einem Konzentrationsbereich von etwa 150 ng/ml−0.3 mg/ml für IgM und etwa
1.5 µg/ml−3 mg/ml für IgG. Außerdem wurde eine Blank-Inkubation, in der statt Se-
rum nur Verdünnungspuffer inkubiert wurde, als Kontrolle durchgeführt. Die IgM- und
IgG-Bindungssignale und die Hintergrundsignale wurden gemessen und die Datenvarianz
bestimmt (Tabelle 4.7). Die mittlere Blank-Signalintensität, die dem technologischen
Hintergrundrauschen entspricht, wurde hierbei als Nulllinie definiert.
Tabelle 4.7: Serumverdünnung. Die für Mikroarray-Bindungsstudien geeignete Serumverdünnung wurde
für IgG- und IgM- Bindungssignale bestimmt. Die mittlere Signalintensität und das Signal-Rausch-
Verhältnis wurden für alle Verdünnungen und die Blank-Inkubation bestimmt.
IgG IgM
Verdünnung SI SNR SI SNR
1:5 15340 0.10 4778 1.03
1:10 17832 0.18 3882 1.76
1:50 13506 1.16 1640 1.54
1:100 5421 1.42 1222 1.90
1:500 2958 1.29 512 1.97
1:1000 3162 1.95 512 3.08
1:5000 2408 1.72 248 1.90
1:10000 1802 1.86 246 2.32
Blank 2335 1.95 304 2.31
Erst ab einer Serumverdünnung von 1:500 hebt sich das Bindungssignal, sowohl für
IgG als auch für IgM, signifikant vom Blank-Signal ab. Bei höheren Konzentrationen
erhöht sich die Signalintensität deutlich, aber auch das Hintergrundsignal wächst mit
zunehmender Antikörperkonzentration. Besonders für IgG nimmt das Signal-Rausch-
Verhältnis mit zunehmender Konzentration (ab einer Verdünnung von 1:10) stark ab.
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Für IgM steigt das Hintergrundsignal bei der gleichen Verdünnung nicht so stark an.
Demzufolge wurden, je nachdem welcher Antikörperisotyp betrachtet wurde, ver-
schiedene Serumverdünnungen als geeignet bestimmt. Die ideale Serumverdünnung für
IgG-Bindungsmessungen beträgt 1:100, für IgM-Bindungsmessungen 1:10. Bei der gleich-
zeitigen Messung von IgG- und IgM-Bindungssignalen sollte die Serumverdünnung nicht
kleiner als 1:50 sein, da das durch unspezifische IgG-Bindung hervorgerufene Hinter-
grundrauschen sonst zu groß wird und die Bindungssignale nicht mehr auswertbar sind.
Andererseits sollte die Verdünnung auch nicht größer als 1:500 sein, da die IgM-Signale
dann zu schwach werden und ebenfalls nicht mehr auswertbar sind.
Des Weiteren wurde untersucht, inwieweit sich verschiedene Antikörperkonzentrationen
auf die Signalintensität auswirken. Diese Fragestellung ist vor allem für die Messung
von Serumantikörperbindungsprofilen zur Diagnose von Immunzuständen (Kapitel 5)
interessant, da für diese Anwendung kleinste Antikörperrepertoireunterschiede detektiert
werden müssen. Daher wurden die Korrelationen der Signalintensitäten, gemessen bei einer
Serumverdünnungen mit den Signalintensitäten, gemessen bei allen anderen Serumverdün-
nungen, analysiert. Die Korrelationsanalyse belegt, dass kleine Konzentrationsunterschiede
(bis 10fach) sich nicht oder nur wenig auf die gemessenen Signalintensitäten auswirken
(r2IgM = 0.81, (0.43− 0.91); r2IgG = 0.74, (0.34− 0.88)). Dabei ist zu beachten, dass die
Signalintensitäten bei sehr hohen Antikörperkonzentrationen weniger gut korrelieren, da
diese häufig Anteile unspezifischer Bindung enthalten. Zum Vergleich rufen größere Anti-
körperkonzentrationsunterschiede (größer als 10fach) deutlich schlechtere Korrelationen
der Signalintensitäten hervor (r2IgM = 0.24, (0.11− 0.77); r2IgG = 0.46, (0.03− 0.81)).
Sekundärantikörperkonzentration
Um die geeignete Sekundärantikörperkonzentration zu bestimmen, wurde ein huma-
nes Kontrollserum in einer Verdünnung von 1:100 inkubiert und die IgG- und IgM-
Bindungssignale bei fünf verschiedenen anti-IgG und anti-IgM Sekundärantikörperkon-
zentrationen (1-20 µg/ml) detektiert.
Tabelle 4.8: Sekundärantikörperkonzentration. Die für Mikroarray-Bindungsstudien geeignete Sekun-
därantikörperkonzentration wurde für anti-Human-IgG und anti-Human-IgM bei einer Serumverdünnung
von 1:100 bestimmt. Die mittlere Signalintensität und das Signal-Rausch-Verhältnis wurden für al-
le eingesetzten Sekundärantikörperkonzentrationen bestimmt. Bei der Blank-Inkubation wurden die
Sekundärantikörper in einer Konzentration von 20 µg/ml eingesetzt.
anti-IgM anti-IgG
Konzentration [µg/ml] SI SNR SI SNR
20 1427 1.69 8210 1.15
10 1325 2.27 5071 1.72
4 974 2.27 2780 2.06
2 934 1.95 2334 1.82
1 790 2.01 1261 1.70
Blank 304 2.31 2335 1.95
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Die Signalintensität der IgM-Bindungssignale nimmt mit steigender Sekundäranti-
körperkonzentration zu. Bei einer anti-IgM Konzentration von 10 µg/ml ist das Signal-
Rausch-Verhältnis maximal. Die Signalintensität der IgG-Bindungssignale nimmt ebenfalls
mit steigender Sekundärantikörperkonzentration zu. Jedoch nimmt das Signal-Rausch-
Verhältnis ab einer Sekundärantikörperkonzentration von 10 µg/ml ab. Für eine Serum-
verdünnung von 1:100 wurde demzufolge eine geeignete Sekundärantikörperkonzentration
für IgG-Bindungsmessungen von 4 µg/ml und für IgM-Bindungsmessungen von 10 µg/ml
bestimmt.
Anteil des Sekundärantikörpers an der Bindungssignalintensität
Das gemessene Fluoreszenzsignal einer Antikörper-Peptid-Interaktion setzt sich aus meh-
reren Komponenten zusammen. Zum einen kann die Eigenfluoreszenz der Peptide auf
dem Mikroarray zum Gesamtsignal beitragen. Vor allem die aromatischen Aminosäuren
Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan weisen bei Anregung bei ca. 200-400 nm ein
intrinsisches Fluoreszenzsignal auf [73]. Des Weiteren wird vermutet, dass die Sekun-
därantikörper einen großen Anteil an unspezifischen Fluoreszenzsignalen haben, da diese
Reaktivität gegenüber der Peptidbibliothek aufweisen können. In diesem Abschnitt wird
der Anteil, den die jeweiligen Faktoren am Gesamtfluoreszenzsignal haben, ermittelt und
diskutiert.
Zur Bestimmung der intrinsischen Aminosäureseitenkettenfluoreszenz (IF) wurde ein
Mikroarray ohne vorherige Behandlung bei den Anregungswellenlängen 532 nm und
635 nm gescannt. Der Anteil des Sekundärantikörpers an der gemessenen Signalintensität
wurde durch Inkubation eines Mikroarrays mit den Sekundärantikörpern anti-Human-IgG-
A546 (A546: Alexa Fluor 546) und anti-Human-IgM-A647 (A647: Alexa Fluor 647), ohne
vorherige Behandlung mit einer Serumprobe (Blank), bestimmt. Das Gesamtsignal eines
Mikroarrayexperiments wurde schließlich durch Inkubation einer humanen Serumprobe
und Detektion mit den Sekundärantikörpern anti-Human-IgG-A546 und anti-Human-
IgM-A647 ermittelt.
Abb. 4.11-A gibt die Signale nach Anregung von A546 bei 532 nm bzw. von A647
bei 635 nm wieder. Die bei den beiden Emissionswellenlängen (546 nm, 647 nm) jeweils
gemessene Gesamtsignalintensität ist für die drei verschiedenen Messungen in Abb. 4.11-B
dargestellt. Die Signalintensitäten der intrinsischen Fluoreszenzmessung bewegen sich
nahe der Detektionsgrenze des Fluoreszenzscanners (SI546 = 27, SI647 = 24) und nur
wenige Signale setzten sich deutlich vom Hintergrund ab (2.8% bei SNR546 > 3, 0.1%
bei SNR647 > 3). Jedoch lassen sich bei diesen Signalen keine Abhängigkeiten von der
Aminosäuresequenz feststellen. Lediglich Tryptophan zeigt eine leicht erhöhte Präsenz
gegenüber der Verteilung auf dem gesamten Mikroarray. Statt der zufälligen Häufigkeit
von Tryptophan von ca. 5% auf dem Mikroarray sind ca. 6.5% Tryptophan unter den
Peptiden, die eine sich vom Hintergrund abhebende Signalintensität aufweisen. Da dieser
Einfluss verschwindend gering ist, wird dieser Beitrag zur Gesamtsignalintensität im
Folgenden vernachlässigt.
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Abbildung 4.11: Beiträge zum Fluoreszenzsignal. A: Mikroarraybilder der intrinsischen Aminosäure-
seitenkettenfluoreszenz (IF), der Sekundärantikörperbindungssignale (Blank) und von Serumantikörper-
Bindungssignalen (Serum) bei den Emissionswellenlängen 546 nm und 647 nm. B: Die über den gesamten
Mikroarray gemittelte Signalintensität der intrinsischen Aminosäureseitenkettenfluoreszenz (IF), der Se-
kundärantikörperbindungssignale (Blank) und von Serumantikörper-Bindungssignalen (Serum), gemessen
bei 546 nm und 647 nm.
Wesentlich deutlicher und daher nicht zu vernachlässigen sind die Signale, die die
Sekundärantikörper hervorrufen (Abb. 4.11-B). Die mittlere Signalintensität hebt sich
deutlich vom Hintergrundrauschen ab (SI546 = 640, SI647 = 88) Da es sich bei den
untersuchten Sekundärantikörpern selbst um vollständige, funktionelle Antikörper handelt,
können diese ebenfalls die Peptide auf dem Mikroarray binden. 18.6% (bei SNR546 > 3)
der Peptide wurden von anti-Human-IgG-A546 bzw. 18.7% (bei SNR647 > 3) von
anti-Human-IgM-A647 gebunden. Da diese Signale später nicht mehr von den „echten“
Serumantikörperbindungssignalen zu unterscheiden sind, wird aus den Resultaten dieser
Untersuchung geschlussfolgert, dass für jedes Mikroarrayexperiment immer auch der Anteil
der Sekundärantikörper am Bindungssignal bestimmt werden muss, d.h. dass stets eine
Inkubation der Sekundärantikörper ohne vorherige Behandlung mit einer Antikörperprobe
durchzuführen ist. Dieser hier als Blank bezeichnete Datensatz kann später dazu verwendet
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werden, die falsch-positiven Signale, die von unspezifischer Sekundärantikörperbindung
herrühren, bei jeder Antikörperbindungsstudie zu entfernen. Die genaue Prozedur wird
in Abschnitt 4.2.2 beschrieben.
Detektion mit Sekundärantikörpermischungen
Die technische Ausstattung des Mikroarrayscanners erlaubt die gleichzeitige Detektion von
zwei verschiedenen Bindungssignalen bei den Emissionswellenlängen 546 nm und 647 nm.
Bezogen auf die Messung von Antikörperbindungssignalen, ermöglicht das die gleichzeitige
Bindungsdetektion verschiedener Antikörperisotypen z.B. IgG und IgM. Die spezifische
Bindung des Sekundärantikörpers an den Antikörper-Isotyp, gegen den er hergestellt
wurde, ist eine wichtige Voraussetzung, um isotypspezifische Bindungsprofile untersuchen
zu können. Ist ein Sekundärantikörper kreuzreaktiv gegen andere Antikörperisotypen ist
dessen Güte als gering einzuschätzen.
In diesem Abschnitt wird die Spezifität und Kreuzreaktivität von zwei verschiedenen
Detektionssystemen untersucht. Dabei handelt es sich zum einen um anti-Maus-IgG2b-
A647 und anti-Maus-IgG2c-A546, die für die Untersuchung des Autoantikörperrepertoires
von FcγRIIB-/-.B6-Mäusen (Abschnitt 5) verwendet werden. Zum anderen werden anti-
Human-IgM-A647 und anti-Human-IgG-A647, die bei der Analyse von humanen Anti-
körperrepertoires (Abschnitt 5.3) Verwendung finden, auf Spezifität und Kreuzreaktivität
hin untersucht. Die Analyse umfasst den Vergleich der Fluoreszenzsignale, die ein Sekun-
därantikörper allein und in Mischung mit dem jeweiligen zweiten Sekundärantikörper
hervorruft.
Anti-Maus-IgG2b-A647 und anti-Maus-IgG2c-A546 wurden in einem Blank- Experi-
ment, jeweils einzeln, in Mischung mit dem jeweils anderen unmarkierten Sekundärantikör-
per und in Mischung mit dem jeweils anderen fluorochrommarkierten Sekundärantikörper
inkubiert. Die Signalintensitäten wurden bei beiden Emissionswellenlängen für jeden der
Versuche bestimmt und die Korrelation der Signalintensitäten untersucht. Die mittlere
Signalintensität, die für die Einzel- und Mischinkubationen erhalten wurde, blieb nahe-
zu konstant, sowohl für die Anti-Maus-IgG2b-A647- (SI = 62; 69; 68) als auch für die
anti-Maus-IgG2c-A546- Signale (SI = 340; 318; 366) (Abb. 4.12-A). Im unteren Teil der
Abb. 4.12-A wird außerdem dargestellt, dass kein Einfluss auf die Reproduzierbarkeit
der Signalintensitäten der beiden Sekundärantikörper durch den jeweils anderen Sekun-
därantikörper festzustellen ist (r2α−IgG2c = 0.88− 0.92, r2α−IgG2b = 0.90− 0.92). Folglich
kann eine Kreuzreaktivität der beiden Sekundärantikörper gegen den jeweils anderen
Antikörperisotyp ausgeschlossen werden und eine gleichzeitige Detektion von IgG2b und
IgG2c ist mit den verwendeten Sekundärantikörpern uneingeschränkt zulässig.
Anti-Human-IgM-A647 und anti-Human-IgG-A546 wurden ebenfalls in einem Blank-
Experiment, jeweils einzeln und in Mischung mit dem jeweils anderen fluorochrommarkier-
ten Sekundärantikörper inkubiert. Die Mischung mit unmarkiertem Sekundärantikörper
konnte hier nicht durchgeführt werden, da anti-Human-IgM und anti-Human-IgG vom
Hersteller ausschließlich fluorochrommarkiert geliefert wurden. Auch für dieses Detektions-
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Abbildung 4.12: Einfluss von Sekundärantikörpermischungen auf die Signalintensität. A: Die über
den gesamten Mikroarray gemittelten Signalintensitäten, ermittelt nach Blank-Inkubationen der Se-
kundärantikörper Anti-Maus-IgG2b-Alexa Fluor 647 und Anti-Maus-IgG2c-Alexa Fluor 546, jeweils
einzeln, in Mischung mit dem jeweils anderen unmarkierten Sekundärantikörper und in Mischung mit
dem jeweils anderen fluorochrommarkierten Sekundärantikörper, gemessen bei 546 nm und 647 nm. B:
Die über den gesamten Mikroarray gemittelten Signalintensitäten, ermittelt nach Blank-Inkubationen der
Sekundärantikörper Anti-Human-IgG-Alexa Fluor 546 und Anti-Human-IgM-Alexa Fluor 647, jeweils
einzeln und in Mischung mit dem jeweils anderen fluorochrommarkierten Sekundärantikörper, gemessen
bei 546 nm und 647 nm. Die Korrelation der Signalintensitäten zwischen einzelnen und in Mischung
inkubierten Antikörpern sind dargestellt (untere Graphen).
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system ändert sich die mittlere Signalintensität, die für die Einzel- und Mischinkubationen
erhalten wurde, nur unwesentlich (SIIgM = 1629; 1385, SIIgG = 41539; 40208) (Abb. 4.12-
B). Betrachtet man allerdings die Korrelation der Signalintensitäten aus Einzel- und
Mischinkubation (Abb. 4.12-B unten), wird deutlich, dass die Signalintensitäten, gemessen
mit anti-Human-IgG-A546 einzeln und in Mischung mit anti-Human-IgM-A647 nicht
reproduzierbar sind (r2α−IgG = 0.56), während die Signalintensitäten, gemessen mit anti-
Human-IgM-A647 auch in Mischung mit anti-Human-IgG-A546 sehr gut wiedergegeben
werden (r2α−IgM = 0.98). Während anti-IgM ausschließlich IgM-Antikörper bindet, ist
anti-IgG kreuzreaktiv gegen IgM-Antikörper.
4.2.2 Messung der Signalintensität und Datenoptimierung
Fluoreszenzdetektion und Bestimmung der Signalintensität
Für die folgende Untersuchung wurden drei Wiederholungsinkubationen von Serum einer
gesunden BALB/c-Maus durchgeführt und die IgG- und IgM-Bindungssignale gemessen.
Die Messung der Fluoreszenzsignale erfolgte mit einem Mikroarrayfluoreszenzscanner. Die
Auflösung wurde auf eine Pixelgröße der Kantenlänge 10 µm festgelegt, was bei einem
mittleren Spotdurchmesser von 100 µm eine verlässliche Größenordnung darstellt. Die
Laserleistung wurde auf 5% reduziert, da sonst das Hintergrundrauschen das tatsächliche
Signal überstrahlen würde. Das Signal wird im Detektor 400-fach verstärkt. Eine noch grö-
ßere Verstärkung kann bereits zu einer Signalsättigung führen. Diese Scannereinstellungen
wurden für alle Studien beibehalten.
Die Signalintensität jedes Peptidspots wird bestimmt, indem auf das Mikroarraybild
ein Koordinatengitter gelegt wird, so dass jedem Spot seine Position und Peptidsequenz
zuordnet werden kann, und der Median der Pixelintensität innerhalb jedes Gitterkreises
berechnet wird (Abb. 4.13-A). Die Hintergrundsignalintensität berechnet sich aus der
mittleren Pixelintensität im Bereich des vierfachen Spotdurchmessers abzüglich eines
Sicherheitsabstands von jeweils zwei Pixeln zu allen Spots (weiße Fläche in Abb. 4.13-A).
Diese Prozedur sollte möglichst unabhängig von den technologischen Gegebenheiten und
dem Experimentator durchgeführt werden können, um einheitliche Ergebnisse zu erzielen.
Daher müssen die geeigneten Parameter des Koordinatengitters definiert werden. Einer
dieser Parameter ist der Spotdurchmesser, der unmittelbar zwei wichtige Messwerte, die
Signalintensität und die Hintergrundsignalintensität, beeinflusst. Ist der Durchmesser der
Gitterkreise größer (100 µm) als der der Peptidspots, wird die mittlere Signalintensität als
zu klein gemessen (ca. 11% verringerte SI), da zur Berechnung der Spotsignalintensität
auch Teile des Hintergrundsignals einfließen (Abb. 4.13-B). Ist der Durchmesser der
Gitterkreise kleiner (50 µm) als der der Peptidspots, wird zwar mit großer Sicherheit
ein realistischer Wert für die Signalintensität ermittelt, jedoch werden auch Teile des
Spotsignals zur Messung des Hintergrundsignals berücksichtigt, wie in Abb. 4.13-C
exemplarisch für die aus drei Wiederholungsmessungen mittleren IgM-Signale bei drei
verschiedenen Spotdurchmessereinstellungen (50 µm, 100 µm, variabel) gezeigt. Da die
Spotgrößen variieren können, ist die beste Möglichkeit zu verlässlichen Ergebnissen für die
Spotsignalintensität und die Hintergrundsignalintensität zu gelangen die, die automatische
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Abbildung 4.13: Einfluss der Bedingungen bei der Signalintensitätsbestimmung auf die Signalintensität.
A: Zur Bestimmung der Signalintensität wird ein Koordinatengitter auf das Mikroarraybild gelegt. Die
Signalintensität berechnet sich aus dem Median der Pixelintensität innerhalb jedes Gitterkreises. Die
Hintergrundsignalintensität wird aus der mittleren Pixelintensität im Bereich des vierfachen Spotdurch-
messers abzüglich eines Sicherheitsabstands von jeweils zwei Pixeln zu allen Spots (weiße Fläche) bestimmt.
B: Für drei Wiederholungsinkubationen von Serum einer gesunden Balb/c-Maus wurden die Mittelwerte
der IgG- und IgM-Bindungssignalintensitäten für verschiedene Koordinatengitterkreisdurchmesser (50 µm,
100 µm, variabel) bestimmt. C: Korrelation von Signalintensitäten und Hintergrundsignalintensitäten,
gemessen mit verschiedenen Koordinatengitterkreisdurchmessern (50 µm, 100 µm, variabel).
Gittersuchfunktion der Auswertungssoftware zu nutzen, die auch den Durchmesser
der Gitterkreise dynamisch anpasst (variabel). Dabei wurde der Bereich der Anpassung
so beschränkt, dass der Kreisdurchmesser auf ein Minimum von 33% verkleinert und
maximal um 100% des Ursprungsdurchmessers (100 µm) vergrößert werden kann.
Korrektur von falschpositiven Signalen
Falschpositive Signale entstehen aufgrund unspezifischer Bindung des Sekundärantikörpers
an die Peptidbibliothek. Der Anteil dieser Signale ist, wie in Abschnitt 4.2.1 besprochen,
nicht zu vernachlässigen. Zur Ermittlung der falschpositiven Signale wurden Blank-
Inkubationen, d.h. die Inkubation von ausschließlich Sekundärantikörper, durchgeführt.
Ein Maß dafür, dass ein Bindungssignal sich vom Hintergrundrauschen unterscheidet ist
das Signal-Rausch-Verhältnis. In Abschnitt 4.1.5 wurde bereits dargelegt, dass SNR>3 ein
geeignetes Kriterium darstellt, um Binder und Nichtbinder zu unterscheiden [147, 163]. Ist
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SNR>3 wird dieses Signal als falschpositiv definiert. Als falschpositiv definierte Peptide
wurden aus allen Datensätzen eliminiert und nicht für die weitere Analyse berücksichtigt.
4.2.3 Eigenschaften und Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten
Zur Untersuchung der Eigenschaften von Serumantikörperbindungsprofilen gegenüber
Zufallspeptidbibliotheken wurde das Serumantikörperbindungsprofil eines humanen Kon-
trollserums eines gesunden Spenders in 7 identischen Wiederholungsinkubationen ge-
messen. Die Inkubation erfolgte auf mit Peptidbibliothek P 918213,15 bedruckten Mikroarrays
derselben Charge am selben Tag.
Eigenschaften
Die Verteilung der Signalintensitäten entspricht einer Lognormalverteilung (Abb. 4.14-A).
Die Art der statistischen Datenverteilung wurde durch Gauss-Fit der logarithmierten
Signalintensitäten (µ = 3.7, σ = 0.18, r2 = 0.94) und durch Vergleich gegen eine
Standardnormalverteilung in einem Quantil-Quantil-Diagramm (Abb. 4.14-B) gezeigt.
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Abbildung 4.14: Signalintensitätsverteilung. A: Die Verteilung der IgM-Signalintensitäten von sieben
Inkubationsrepetitionen des gleichen humanen Kontrollserums. B: Vergleich der logarithmierten IgM-
Signalintensitäten gegen eine Standardnormalverteilung in einem Quantil-Quantil-Diagramm.
In Abb. 4.15 sind die über alle Wiederholungsmessungen gemittelten Signalintensitäten
für alle Peptide, sortiert nach deren Größe gezeigt. Ein Signalintensitätsbereich von
SI = 1072 bis SI = 25345 wird abgedeckt, wobei die Signalintensität im Mittel SI = 4855
beträgt. Die graue Fläche markiert die mittleren Signalintensität des lokalen Hinter-
grunds (SIBG = 3577). Das Signal-Rausch-Verhältnis beträgt im Mittel SNR = 1.66
(-4.82−45.92). Etwa 64% der Signale rangieren oberhalb des lokalen Hintergrundes, jedoch
setzen sich nur ca. 20% der Signale signifikant (SNR > 3) vom Hintergrund ab.
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Abbildung 4.15: Messbarer Signalintensitätsbereich. Die IgM-Signalintensitäten von sieben Inkuba-
tionsrepetitionen eines humanen Kontrollserums wurden der Größe nach sortiert. Der graue Bereich
markiert die mittlere lokale Hintergrundsignalintensität.
Abbildung 4.16: IgM-Signalintensität vs. Hintergrundsignalintensität jedes einzelnen Peptids von
sieben Inkubationsrepetitionen des gleichen humanen Kontrollserums.
Der lokale Hintergrund ist unabhängig von der Signalintensität der Peptidspots und
bleibt weitgehend konstant (Abb. 4.16). Der Variationskoeffizient beträgt 10.2%.
Reproduzierbarkeit
Wie in den Abschnitten 4.1.1 und 4.3.2 gezeigt wurde, ist die Reproduzierbarkeit von
gemessenen Signalintensitäten, die aus der Interaktion eines monoklonalen Antikörpers
mit verschiedenen Epitop-homologen Peptiden bzw. Zufallspeptiden resultieren, sehr
hoch.
In diesem Abschnitt soll nun die Reproduzierbarkeit von Serumantikörper-Zufallspeptid-
Bindungsmessungen untersucht werden. Dazu wurde ein humanes Kontrollserum eines ge-
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sunden Spenders in 14 identischen Wiederholungen inkubiert und die IgM-Bindungssignale
gemessen (siehe Abb. 4, Anhang B). Die Inkubationen wurden auf Mikroarrays der-
selben Charge (Chargennummer: 1089), die mit Zufallspeptidbibliothek P 918213,15 (siehe
Abschnitt 3.12) bedruckt sind, durchgeführt und erfolgten an drei verschiedenen Tagen
(Tag 1: 4 Repetitionen, Tag 2: 7 Repetitionen, Tag 3: 3 Repetitionen). Abb. 4.17 zeigt
den Mittelwert und die Standardabweichung der Signalintensität von 9182 Peptiden aus
14 repetitiven Inkubationen des humanen Kontrollserums. Daraus wird bereits ersichtlich,
dass die technologische Variabilität von Signalintensitätsmessungen sehr klein ist.
Abbildung 4.17: Mittelwert und die Standardabweichung der Signalintensität von 9182 Peptiden aus
14 repetitiven Inkubationen eines humanen Kontrollserums.
Da jedes der 9182 Peptide auf diesem Mikroarraytyp in drei Repetitionen vorkommt,
konnte die Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten innerhalb jedes Mikroarrays be-
trachtet werden. Die Korrelationskoeffizienten rangieren im Bereich r2 = 0.71− 0.91 und
betragen im Mittel r2 = 0.84.
Des Weiteren wurde die Korrelation von Signalintensitäten, die auf verschiedenen
Mikroarrays derselben Charge gemessen wurden, untersucht. Tabelle 4.9 zeigt die Kor-
relationskoeffizienten für 14 Wiederholungsmessungen an drei verschiedenen Tagen. In-
nerhalb der Tage ist die Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten sehr gut, was sich in
den hohen mittleren Korrelationskoeffizienten widerspiegelt (r2Tag1 = 0.93, r2Tag2 = 0.88,
r2Tag3 = 0.87). Aber auch zwischen den Tagen sind die Signalintensitäten gut reproduzier-
bar (r2inter−Tag = 0.85).
Außerdem wurde untersucht, inwieweit Signalintensitäten, die auf Mikroarrays ver-
schiedener Chargen gemessen wurden, reproduzierbar sind. Dazu wurden jeweils drei
Mikroarrays aus drei Mikroarraychargen (Chargennummern: 1186, 1188, 1189) mit einem
humanen Kontrollserum eines gesunden Spenders inkubiert und die IgM-Bindungssignale
gemessen. Tabelle 4.10 zeigt die Korrelationskoeffizienten für neun Wiederholungsmessun-
gen auf drei verschiedenen Mikroarraychargen. Innerhalb von Mikroarraychargen sind die
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Tabelle 4.9: Reproduzierbarkeit von Signalintensitätsmessungen an verschiedenen Tagen. Die inter-
Mikroarray Korrelationen der Signalintensitäten von 9182 Peptiden aus 14 repetitiven Inkubationen eines
humanen Kontrollserums wurden bestimmt. Die Inkubationen wurden auf mit Zufallspeptidbibliothek
P 918213,15 bedruckten Mikroarrays derselben Charge durchgeführt und erfolgten an drei verschiedenen Tagen
(Tag 1: vier Repetitionen, Tag 2: sieben Repetitionen, Tag 3: drei Repetitionen). Die Korrelationskoeffizi-
enten, die aus Inkubationen desselben Tages resultieren, sind fett markiert.
Tag 1 Tag 2 Tag 3
1.00 0.95 0.94 0.93 0.85 0.90 0.87 0.89 0.90 0.86 0.88 0.85 0.87 0.83
1.00 0.94 0.91 0.84 0.87 0.87 0.87 0.89 0.85 0.86 0.85 0.85 0.82
1.00 0.91 0.80 0.85 0.85 0.88 0.88 0.86 0.84 0.85 0.84 0.84
1.00 0.81 0.87 0.86 0.87 0.89 0.83 0.86 0.80 0.84 0.79
1.00 0.92 0.87 0.87 0.89 0.79 0.79 0.84 0.86 0.82
1.00 0.92 0.94 0.92 0.86 0.85 0.86 0.89 0.85
1.00 0.94 0.92 0.86 0.85 0.86 0.88 0.85
1.00 0.94 0.89 0.86 0.85 0.88 0.87
1.00 0.89 0.86 0.87 0.89 0.87
1.00 0.83 0.81 0.76 0.77
1.00 0.79 0.80 0.77
1.00 0.88 0.86
1.00 0.88
1.00
mittleren Korrelationskoeffizienten größer als 0.8 (r21186 = 0.88, r21188 = 0.81, r21189 = 0.90),
die Signalintensitäten demnach gut reproduzierbar, wohingegen Signalintensitäten, die
auf verschiedenen Mikroarraychargen gemessen wurden, eine schlechte Reproduzierbarkeit
aufweisen (r2inter−Charge = 0.48). Mögliche Ursachen werden in Abschnitt 4.4 diskutiert.
Tabelle 4.10: Reproduzierbarkeit von Signalintensitätsmessungen von verschiedenen Mikroarraychar-
gen. Ein humanes Kontrollserum wurde in jeweils drei Repetitionen auf Mikroarrays, die aus drei
verschiedenen Produktionschargen (Chargennummern: 1186, 1188, 1189) stammen, inkubiert und die
IgM-Signalintensitäten von verschiedenen Mikroarrays verglichen. Die Korrelationskoeffizienten, die aus
Inkubationen derselben Mikroarraycharge resultieren, sind fett markiert.
Charge 1186 Charge 1188 Charge 1189
1.00 0.92 0.82 0.40 0.38 0.48 0.73 0.68 0.70
1.00 0.89 0.40 0.42 0.47 0.80 0.75 0.75
1.00 0.37 0.39 0.38 0.82 0.81 0.80
1.00 0.81 0.79 0.31 0.17 0.25
1.00 0.84 0.35 0.22 0.27
1.00 0.34 0.20 0.29
1.00 0.92 0.87
1.00 0.92
1.00
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4.3 Messung von Polyreaktivität monoklonaler Antikörper mit
Zufallspeptidbibliotheken auf Mikroarrays
Die Verwendung von Zufallspeptid-Mikroarrays als Hochdurchsatzverfahren ermöglicht
die Untersuchung der Antikörperbindung an eine Vielzahl von potentiellen Antigenen und
stellt daher eine äußerst vielversprechende Methode zur Untersuchung von Antikörper-
Polyreaktivität dar.
Zur Messung der Antikörper-Polyreaktivität mit Peptid-Mikroarrays wurden zehn
monoklonale Antikörper von H. Wardemann (MPI für Infektionsbiologie, Berlin) zur
Verfügung gestellt (Tabelle 4.11). Die Antikörper stammen von einzelnen Gedächtnis-B-
Zellen ab, die aus peripherem Blut von gesunden Spendern (VB, PN) gewonnen wurden.
Die Antikörper wurden, wie beschrieben [150] exprimiert, aufgereinigt und hinsichtlich
ihrer Reaktivität gegenüber vier Antigenen (ssDNA, dsDNA, LPS, Insulin) getestet
[149]. Ein Antikörper, der an alle vier Antigene gebunden hat, wurde als polyreaktiv (+)
eingestuft. Konnte hingegen keine Bindung zu einem dieser Antigene festgestellt werden,
wurde der Antikörper als nicht-reaktiv (−) klassifiziert [149]. Antikörper, die nur einige
der untersuchten Antigene erkannten, wurden nicht verwendet. In der im Folgenden
beschriebenen Untersuchung wird der Frage nachgegangen, ob Peptid-Mikroarrays eine
geeignete Methode zur Messung von Antikörperpolyreaktivität darstellen und ob die von
Tiller et al. erzielten Ergebnisse wiedergegeben werden können.
Dazu wurde die Reaktivität der zehn in Tabelle 4.11 gezeigten Antikörper gegenüber
Zufallspeptiden gemessen (Signalintensitätshistogramme siehe Abb. 5, Anhang B).
Tabelle 4.11: Konzentration und Reaktivität der Antikörper aus IgG+ Gedächtnis-B-Zellen der gesunden
Spender PN und VB. Die IgG Konzentration wurde von Cornelia Kreschel (MPI für Infektionsbiologie,
Berlin) durch ELISA bestimmt. * Die Reaktivität der Antikörper wurde von Tiller et al. [149] bestimmt
(+ polyreaktiv, − nicht-reaktiv).
Antikörper Konzentration [mg/ml] Reaktivität*
PN16 0.15 +
PN89 0.12 +
PN138 0.09 -
PN115 0.24 -
VB1 0.33 +
VB4 0.15 +
VB142 0.23 +
VB161 0.38 -
VB176 0.30 -
VB18 1.00 -
Als Reaktivitätskontrollen wurden der stark polyreaktive Antikörper ED38 [100, 159],
der oligoreaktive Antikörper eiJB40 [149] und der nicht-reaktive Antikörper mGO53
[149] getestet. Die Inkubation der Antikörper erfolgte auf mit Peptidbibliothek P 30014+
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(Abschnitt 3.12) bedruckten Mikroarrays derselben Charge, am selben Tag. Die Peptid-
Antikörper-Bindungen wurden mit einem fluorochrommarkierten anti-human-IgG Se-
kundärantikörper detektiert. Falschpositive Signale wurden, wie in Abschnitt 3.15.1
beschrieben eliminiert. Die Reaktivität der Antikörper wurde anhand der Bindungseigen-
schaften des jeweiligen Antikörpers gegenüber den nach Blankabzug verbliebenen 222
Peptiden analysiert. Wie in Abschnitt 4.1.5 gezeigt, kann die gemessene Signalintensität
eines Antikörper-Peptid-Komplexes herangezogen werden, um einen Binder von einem
Nichtbinder zu unterscheiden.
4.3.1 Antikörper-Polyreaktivität
Aus Abschnitt 4.1.4 wird deutlich, dass je höher die gemessene Signalintensität eines
Antikörper-Peptid-Komplexes ist, desto höher ist die Affinität dieses Antikörpers zu
diesem Peptid einzuschätzen. Daher wurde die mittlere Gesamtsignalintensität, die für
alle Peptide auf dem Peptidarray gemessen wurde als Maß für die Reaktivität des
Antikörpers herangezogen. In Abb. 4.18-A ist die mittlere Signalintensität der drei
Antikörperreaktivitätskontrollen, sowie der zehn Testantikörper dargestellt.
Betrachtet man zunächst nur die Kontrollantikörper (ED38, eiJB40 und mGO53 ), so
gibt die gemessene Signalintensität sehr gut die erwartete Reaktivität der Antikörper
wieder. Je höher die Signalintensität, desto polyreaktiver der Antikörper.
Jedoch werden die Ergebnisse von Tiller et al. nicht sehr gut reproduziert (Abb. 4.18).
Keiner der getesteten Antikörper zeigt eine ähnlich hohe Signalintensität wie der polyreak-
tive Kontrollantikörper. Jedoch zeigen auch die als nicht-reaktiv eingestuften Antikörper
immer eine höhere Signalintensität als der nicht-reaktive Kontrollantikörper.
Außerdem wurde ein weiteres Kriterium zur Einschätzung von Antikörperpolyreaktivi-
tät, nämlich die Bandbreite der Peptiderkennung, untersucht. Dafür wurden die Peptide
als Binder oder Nichtbinder klassifiziert und der Anteil der gebundenen Peptide auf dem
Peptidarray bestimmt.
Wie in Abschnitt 4.1.5 gezeigt wurde, eignet sich der von der Mikroarray-Analysesoft-
ware Genespotter (MicroDiscovery GmbH) bereitgestellte p-Wert, um eine Reaktivitäts-
grenze festzulegen, die Binder und Nichtbinder unterscheidet. Alle Peptide, die einen
p-Wert kleiner als 0.05 aufwiesen, wurden als Binder und alle Übrigen als Nichtbinder
definiert. Der Anteil der gebundenen Peptide misst die Reaktivität eines Antikörpers. In
Abb. 4.18-B ist der prozentuale Anteil der Peptide, die nach dem p-Wert Kriterium als
gebunden definiert wurden, für alle Antikörper dargestellt. Die Reaktivität der Reaktivi-
tätskontrollantikörper wird sehr gut abgebildet. Je höher die erwartete Polyreaktivität,
desto mehr Peptide wurden erkannt. Jedoch konnten die zehn getesteten Antikörper nicht
den von Tiller et al. bestimmten Reaktivitätsklassen zugeordnet werden. Alle untersuch-
ten Antikörper überstiegen die Reaktivität des nicht-reaktiven Kontrollantikörpers bei
weitem.
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Abbildung 4.18: Messung der Polyreaktivität monoklonaler Antikörper. Zehn humane monoklonale
Antikörper aus IgG+ Gedächtnis-B-Zellen der gesunden Spender PN und VB, sowie drei Antikörperreak-
tivitätskontrollen ED38 (polyreaktiv), eiJB40 (oligoreaktiv) und mGO53 (nicht-reaktiv) wurden auf
Peptid-Mikroarrays inkubiert und die IgG-Bindungssignale detektiert. * Die Reaktivität der Antikörper
wurde von Tiller et al. [149] bestimmt. A: Polyreaktivität monoklonaler Antikörper gemessen an der
mittleren Signalintensität über den gesamten Mikroarray. B: Polyreaktivität monoklonaler Antikörper
gemessen am Anteil der gebundenen Peptide auf dem Mikroarray. Als gebunden wird ein Peptid definiert,
das einen p-Wert kleiner als 0.05 aufweist.
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4.3.2 Polyreaktivität von monoklonalen Antikörpern und
Antikörpermischungen in Serum
Eine Immunantwort gegen ein Antigen bringt eine Vielzahl von Antikörpern hervor, die
gegen die verschiedenen Epitope des Antigens gerichtet sind. Eine solche polyklonale
Immunantwort zielt auf eine möglichst große Bandbreite der Erkennung des Antigens ab.
Man würde demnach für Antikörpermischungen, wie sie z.B. in Seren vorkommen, eine
stärkere Polyreaktivität erwarten, als für einen monoklonalen Antikörper (mAk).
Um diese Frage zu untersuchen, wurde die Reaktivität eines humanen monoklonalen
Antikörpers PN46rev (PN46, auf die Keimbahnsequenz revertiert) gegenüber einer Zufalls-
peptidbibliothek untersucht und mit der Reaktivität einer Serumprobe verglichen. Die zur
rekombinanten Herstellung des monoklonalen Antikörpers benötigte Plasmid-DNA wurde
von H. Wardemann (MPI für Infektionsbiologie,Berlin) zur Verfügung gestellt und daraus
der Antikörper, wie in Abschnitt 3.8 beschrieben, exprimiert (experimentelle Daten siehe
Tabelle 1, Anhang A). Ob der monoklonale Antikörper in seiner funktionellen Struktur
vorliegt, wurde durch SDS-PAGE überprüft (Abb. 1, Anhang A). Die Reaktivität dieses
Antikörpers wurde von Tiller et al. als nicht-polyreaktiv bestimmt [149].
Die ideale mAk-Konzentration für die Inkubation von Peptid-Mikroarrays (0.1 mg/ml)
wurde durch eine Konzentrationsreihe, die einen Konzentrationsbereich von 1 ng/ml
bis 1 mg/ml umfasste, bestimmt. Des Weiteren wurde die Reproduzierbarkeit der Si-
gnalintensitätsmessung für die Antikörper-Peptid-Bindungsstudien mit monoklonalen
Antikörpern untersucht. Dazu wurden vier identische Inkubationen mit dem monoklona-
len Antikörper (PN46rev) durchgeführt und die Korrelation der Signalintensitäten aus
diesen vier Messungen bestimmt. Ein mittlerer Korrelationskoeffizient von r2 = 0.91
(0.89− 0.93) legt die sehr gute Reproduzierbarkeit von Signalintensitätsmessungen mit
Zufallspeptid-Mikroarrays dar.
Als Vergleichsprobe einer Antikörpermischung diente ein Serumgemisch aus 22 hu-
manen Seren. Der monoklonale Antikörper, die Serumprobe, sowie ein Gemisch aus
mAk und Serumprobe wurden auf Mikroarrays, die mit Peptidbibliothek P 918213,15 (Ab-
schnitt 3.12) bedruckt sind, unter identischen experimentellen Bedingungen inkubiert
(Signalintensitätshistogramme siehe Abb. 6, Anhang B). Dabei wurde für alle Proben eine
IgG-Konzentration von 0.1 mg/ml eingestellt. Die Bindungsdetektion der IgG-Antikörper
erfolgte mit einem fluorochrommarkierten Sekundärantikörper. Falschpositive Signale,
die von der Bindung des Sekundärantikörpers an die immobilisierten Peptide resultieren,
wurden, wie in Abschnitt 3.15.1 beschrieben, aus allen Datensätzen eliminiert.
Als Maß für die Polyreaktivität der drei Proben (mAk, Serum, Serum + mAk) wurde
der Anteil der auf dem Mikroarray gebundenen Peptide bestimmt (Abschnitt 4.3.1). Da
die Mikroarrays mit einer anderen Analysesoftware ausgewertet wurden, stand der p-Wert
nicht zur Verfügung, um ein Peptid als erkannt zu definieren. Stattdessen wurde das Signal-
Rausch-Verhältnis (SNR) als Kriterium herangezogen, das, wie in Abschnitt 4.1.5 dargelegt
wurde, ebenfalls ein geeignetes Kriterium darstellt, um Peptide in Affinitätsklassen zu
unterteilen. Dabei wird bei einem SNR > 3 ein Peptid als vom Antikörper gebunden
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Serum
mAk + Serum
mAk
Abbildung 4.19: Venn-Diagramm zur Darstellung der Polyreaktivität eines monoklonalen Antikörpers
im Vergleich zu einer Antikörpermischung. Der monoklonaler Antikörper (mAk) PN46 revertiert, eine
Serumprobe und ein Gemisch aus Serum und mAk wurden auf Peptid-Mikroarrays inkubiert und die
IgG-Bindungssignale bestimmt. Der Anteil der gebundenen Peptide wurde bestimmt. Peptide, die eine
SNR > 3 aufwiesen, wurden als gebunden definiert. Die Fläche der Kreise stellt die Anzahl der gebundenen
Peptide dar. Überlappende Bereiche bestimmen die Anzahl der Peptide, die von zwei bzw. allen drei
Proben (grauer Fläche) gleichermaßen gebunden wurden.
definiert [147, 163]. Der Anteil der gebundenen Peptide ist für die drei Proben in einem
Venn-Diagramm (Abb. 4.19) graphisch dargestellt. Die Fläche der Kreise definiert die
Anzahl der gebundenen Peptide, wobei überlappende Bereiche die Anzahl der Peptide
bestimmt, die von zwei bzw. allen drei Proben gleichermaßen gebunden wurden.
Wie erwartet, ist die Reaktivität der Serumprobe am größten. Von insgesamt 8707
Peptiden auf den Peptid-Mikroarrays wurden 11% gebunden. Hingegen erkennt der
monoklonale Antikörper nur 3.1% der Peptide (Sequenzen siehe Tabelle 6, Anhang B)
auf dem Mikroarray. Die Reaktivität der Mischung aus Serum und mAk ist mit 4.7%
erkannter Peptide (Sequenzen siehe Tabelle 7, Anhang B) sehr viel geringer als die
der Serumprobe. Allerdings werden von diesen 4.7% etwa 86% der Peptide auch von
den Serum-IgG-Antikörpern erkannt, d.h. lediglich die Bandbreite der Erkennung wird
geringer, jedoch ändert sich das Bindungsmuster nur gering.
Diese Beobachtung wird auch bestätigt, wenn man die Peptide, die gebunden wur-
den, genauer betrachtet. Eine Analyse der Aminosäurezusammensetzung der von den
drei IgG-Proben gebundenen Peptide ergab, dass die Serumprobe und das Gemisch aus
Serum und monoklonalem Antikörper in ihrer Aminosäurezusammensetzung ähnliche
Peptide binden (Abb. 4.20). 53% der vom monoklonalen Antikörper gebundenen Peptide
werden gleichermaßen von den Serumantikörpern erkannt. Jedoch unterscheidet sich die
Aminosäurezusammensetzung der übrigen gebundenen Peptide. Der Anteil der aroma-
tischen Aminosäuren (F, W, Y) ist bei den vom mAk gebundenen Peptiden deutlich
erhöht. Dagegen wurden Peptide mit aziden Aminosäuren (D, E, N, Q) seltener gebunden
(Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: Aminosäurezusammensetzung gebundener Peptide. Der monoklonale Antikörper
(mAk) PN46rev, eine Serumprobe und ein Gemisch aus Serum und mAk wurden auf Peptid-Mikroarrays
inkubiert und die IgG-Bindungssignale bestimmt. Peptide, die eine SNR > 3 aufwiesen, wurden als
gebunden definiert. Die Aminosäurezusammensetzung der von den Antikörperproben gebundenen Peptide
wurde bestimmt. Die Aminosäuren wurden in Gruppen gemäß ihrer physikochemischen Eigenschaften
unterteilt (aliphatisch: GAVLI, aromatisch: FWY, schwefelhaltig: CM, basisch: KRH, azid: DENQ,
hydroxy: ST). Der prozentuale Anteil der Aminosäuregruppen in den gebundenen Peptiden ist für die
drei Antikörperproben dargestellt.
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4.4 Diskussion
Eine zuverlässige Messmethode ist die Basis für die systematische Untersuchung von
Antikörper-Peptid-Wechselwirkungen, um verlässliche Aussagen über die Spezifität, Re-
aktivität und Affinität eines Antikörpers treffen zu können. Peptid-Mikroarrays als
Methode für Antikörper-Peptid-Bindungsstudien müssen sich demnach durch eine sehr
gute Reproduzierbarkeit der gemessenen Signalintensitäten auszeichnen und die Bin-
dungsstärke der untersuchten Antikörper-Peptid-Komplexe genau wiedergeben. Dabei
gibt es große Unterschiede zwischen Bindungsmessungen mit monoklonalen Antikörpern,
mit Antikörpermischungen und mit Antikörpern in Serum, die es einzeln zu betrachten
gilt.
Technologische und experimentelle Einflussfaktoren auf die Verlässlichkeit von
Antigen-Antikörper-Bindungsstudien mit Peptid-Mikroarrays
Der erste Teil dieses Kapitels (Abschnitt 4.1) befasst sich mit der Validierung von
Mikroarray-Bindungsmessungen monoklonaler Antikörper gegenüber Epitop-homologen
und -nichthomologen Peptiden, welche in dieser Form erstmals durchgeführt wurde.
Dabei wurde für vier verschiedene Glasträgertypen (Crn, Eri, Gnx, Grn) die Variabilität
der gemessenen Signalintensitäten bestimmt (Abschnitt 4.1.1). Der mittlere relative
Fehler der Messung liegt bei CV = 0.28, was eine charakteristische Größenordung für
Bindungsstudien dieser Art darstellt [36, 109]. Im Mikroarray Datensatz Eri wurde für
hohe Signalintensitäten ein sehr kleiner relativer Fehler (weniger als 10%) ermittelt.
Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um einen Signalsättigung handeln
könnte. Jedoch wurde weder von der Mikroarrayscanner-assoziierten Software noch von
der Bildauswertungssoftware ein solcher Effekt dokumentiert. Demzufolge verfügen die
Eri Glasträger über optimale Oberflächeneigenschaften, um starke Antikörper-Peptid-
Interaktionen zu messen. Da der relative Messfehler für schwache Antikörper-Peptid-
Interaktionen allerdings im Vergleich zu den anderen Glasträgertypen sehr hoch ist, wurde
von einer Verwendung der Eri Glastäger Abstand genommen. Stattdessen wurde für alle
folgenden Untersuchungen, die in Abschnitt 4.1 durchgeführt wurden, Gnx Glasträger
derselben Produktionscharge verwendet, da sie den qualitativen Ansprüchen von allen
untersuchten Mikroarraytypen am Besten genügen.
Im Abschnitt 4.1.1 wurde außerdem der Frage nachgegangen, ob gemessene Signalinten-
sitäten reproduzierbar sind. Im Datensatz Crn werden die absoluten Signalintensitäten
weniger gut reproduziert als in den anderen Datensätzen. Diese Diskrepanz könnte auf
den Immobilisierungsprozess zurückzuführen sein. Die Epoxy-funktionalisierten Crn Glas-
träger wurden, laut Hersteller, ebenfalls unter den experimentellen Bedingungen gedruckt,
die für Aldehyd-funktionalisierte Glasträger (Gnx, Eri und Grn) optimiert wurden. Unter
diesen Bedingungen verläuft der Immobilisierungsprozess auf Crn Glasträgern weniger
chemoselektiv [89, 153] und führt folglich zu einer geringeren Reinheit oder unregelmäßi-
gen Dichte der bedruckten Peptide, was eine höhere Variabilität der Signalintensität zur
Folge hat.
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Affinitätsmessung von Antigen-Antikörper-Komplexen mit Peptid-Mikroarrays
Inwieweit Peptid-Mikroarrays für quantitative Bindungsstudien geeignet sind, wurde
in den Abschnitten 4.1.2 - 4.1.4 untersucht. Dabei wurde ermittelt, wie genau die Bin-
dungsstärke eines Antikörper-Peptid-Komplexes durch die gemessene Signalintensität
wiedergegeben werden kann. Die Ergebnisse zeigen, dass die gemessene Signalintensität
in bestimmten Konzentrationsbereichen sehr gut mit der Bindungsstärke korreliert. Je
kleiner die eingesetzte Antikörperkonzentration ist, desto größer ist der Korrelations-
koeffizient. Abweichungen entstehen bei sehr hohen Antikörperkonzentrationen. Dort
sind die Hintergrundsignale im Vergleich zu den Messungen bei niedrigeren Antikörper-
konzentrationen erhöht, was auf unspezifische Bindung des Antikörpers zurückzuführen
ist. Außerdem wird bei hohen Antikörperkonzentrationen eine Verkleinerung der Signal-
intensitäten für starke Binder (pKD = 7.5− 9) beobachtet, was durch konkurrierende
Bindungen der Antikörper an mehrere Peptide hervorgerufen werden kann.
Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, ob Peptid-Mikroarrays ein geeigne-
tes Werkzeug zur Bestimmung der Bindungsdissoziationskonstante KD darstellen (Ab-
schnitt 4.1.3). Aus den durchgeführten Analysen folgt, dass bei Mikroarraybindungsstu-
dien der Einsatz sehr kleiner Antikörperkonzentrationen zu einer Überschätzung von
KD und der Einsatz sehr großer Antikörperkonzentrationen zu einer Unterschätzung
von KD führt. Diese Diskrepanz könnte von verschiedenen Faktoren herrühren, die nicht
im Massenwirkungsgesetz berücksichtigt werden. So kann eine hohe Oberflächendichte
der auf den Glasträgern immobilisierten Peptide dazu führen, dass sterische Hinderung
zwischen gebundenen Antikörpermolekülen auftritt [143]. Dies führt zu einer schnellen
Sättigung der Bindungsstellen. Des Weiteren bewirken zu hohe Antikörperkonzentratio-
nen unspezifische Bindung auf der Mikroarrayoberfläche. Außerdem sind Reaktionen an
Oberflächen durch eine andere Kinetik charakterisiert als Reaktionen in Lösung, denn
die freie Diffusion des einen Bindungspartners an die feste Oberfläche wird behindert [1].
Als Folge können die Daten von niedrig-affinen Peptiden nicht akkurat an das Modell an-
gepasst werden, es sei denn der Antikörper wird in sehr hohen Konzentrationen inkubiert.
Jedoch wurde gezeigt, dass Messungen mit Antikörperkonzentrationen über 3 µM bereits
anfällig für unspezifische Bindung sind. Dennoch konnten, wie in Abschnitt 4.1.4 gezeigt,
die KD-Werte von CB4-1-Peptid-Komplexen durch SI-Messungen adäquat wiedergegeben
werden. Eine Verbesserung der Bindungseffektivität könnte durch eine stärkere Durch-
mischung der Probenlösung auf dem Mikroarray und durch eine höhere Temperatur
während der Inkubation erreicht werden. Aber auch die Genauigkeit von SPR-Messungen
muss an dieser Stelle diskutiert werden, um mögliche Gründe für die Abweichungen zu
erklären. Die SPR-Messungen wurden so durchgeführt, dass der Antikörper immobilisiert
und die Peptidproben in Lösung auf den Goldchip gegeben wurde. Zum einen würde man
eine höhere Sensitivität der Messung durch einen umgekehrter Aufbau erreichen [37]. Zum
anderen sollten aus Gründen der Vergleichbarkeit von SPR und Mikroarray-Messungen
die Rollen von Probe und Analyt gleich sein. Außerdem unterliegt die SPR-Messung selbst
einer gewissen Schwankung, die sich um die Größenordnung von etwa einer Magnitude
bewegt.
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Dass Mikroarrays für qualitative Bindungsstudien ein sehr gutes Werkzeug darstellen,
wurde in Abschnitt 4.1.5 dargelegt. Mit einer Vorhersagegenauigkeit von bis zu 94%
kann ein Binder von einem Nichtbinder unterschieden werden. Die Klassifizierung der
untersuchten Peptide in Binder und Nichtbinder, die bereits für Antikörper-Peptid-
Bindungsstudien auf Cellulosemembranen gezeigt wurde [163], basiert auf dem Vergleich
der Signalintensität mit dem gemessenen lokalen Hintergrundsignal. Ein gebundenes
Peptid bringt eine erheblich höhere Signalintensität hervor als dessen lokaler Hintergrund.
Zwar kann durch experimentelle Schwankungen der Hintergrund auf einem Mikroarray
sehr unregelmäßig, z.B. durch Verunreinigungen heller sein, jedoch würden sich solche
Effekte auch auf die Signalintensität des Peptidspots auswirken. Eine Klassifizierungsme-
thode, die ausschließlich auf der Signalintensität basiert, könnte solche experimentellen
Schwankungen nicht ausgleichen.
Die Kriterien zur Unterteilung in Affinitätsklassen (p-Wert, SNR) haben sich als
vergleichbar gut erwiesen. Zwar lieferte die Klassifizierung mit dem p-Wert-Kriterium
etwas bessere Ergebnisse, jedoch ist der p-Wert ein von der Analysesoftware Genespotter
bereitgestellter Wert, der bei Verwendung einer anderen Software nicht zur Verfügung
steht. Das Signal-Rausch-Verhältnis stellt demnach als universell verfügbarer Wert das
geeignetere Kriterium dar.
Technologische und experimentelle Einflussfaktoren auf die Verlässlichkeit von
Antikörper-Zufallspeptid-Bindungsstudien mit Peptid-Mikroarrays
Im zweiten Teil dieses Kapitels (Abschnitt 4.2) wird die Verlässlichkeit von Serumanti-
körper-Bindungsstudien gegenüber Zufallspeptidbibliotheken untersucht.
Die Vorteile der Verwendung von zufällig generierten Sequenzen gegenüber einer An-
tigenbibliothek liegen zum einen in der Unvoreingenommenheit der Bindungsmessung
und zum anderen in ihrer universellen Eignung für jegliche Bindungsstudien, auch für
solche, bei denen kein spezifisches Antigen bekannt ist. In anderen Arbeiten konnten
Zufallspeptide bereits erfolgreich zur Identifizierung von Antikörperepitopen [129] und
Bindungsmotiven von Proteinen [38] verwendet werden. Außerdem stellt auch die Ver-
wendung von Antigenbibliotheken nicht die spezifische Erkennung durch die zugehörigen
Antikörper sicher, sondern ist stark abhängig von der verwendeten Messmethode [31].
Dennoch stellt sich die Frage nach der Spezifität von Bindungsmessungen mit Zufallspep-
tiden. Dass dies überhaupt möglich ist, ist auf eine zentrale Eigenschaft von Antikörpern,
der Polyspezifität [53, 54] zurückzuführen. Antikörper erkennen und binden weitaus
mehr als ihr Antigen, so auch Peptide, deren Sequenzen zufällig generiert sind und mit
großer Wahrscheinlichkeit nicht direkt auf ein Antigen zurückzuführen sind, was auch
in Kapitel 4.3 gezeigt wurde. Die Bindungsstärke von Antikörpern an zufällige Peptide
ist, wie erwartet, deutlich schwächer, als die an Epitop-homologe Peptide und der Anteil
unspezifischer Bindung ist viel größer. Dennoch können aufgrund der geringen Variabilität
und hohen Reproduzierbarkeit der Signalintensitätsmessungen die wenigen gemessenen
Antikörper-Peptid-Interaktionen als spezifisch angesehen werden.
Die Reproduzierbarkeit von Serumantikörper-Bindungsstudien gegenüber Zufallspeptid-
bibliotheken wurde ebenfalls untersucht (Abschnitt 4.2.3). Innerhalb von Mikroarraychar-
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gen sind die gemessenen Signalintensitäten sehr gut reproduzierbar (r2 = 0.88). Zwar
erreichen die Bindungsmessungen von Serumantikörpern gegenüber Zufallspeptiden nicht
die hohen Korrelationskoeffizienten, wie sie für die Bindungsmessungen monoklonaler
Antikörper gegenüber Epitop-homologen Peptiden (r2 = 0.94) (Abschnitt 4.1.1) erzielt
wurden, jedoch sind diese Werte aufgrund der hohen Varianz der Messung als sehr gut
einzuschätzen.
Ein großes Problem, das bisher nicht zufriedenstellend gelöst werden konnte, stellt
die fehlende Vergleichbarkeit von Messergebnissen dar, die von verschiedenen Mikroar-
raychargen stammen. Mikroarrays verschiedener Produktionschargen, d.h. Mikroarrays,
die an verschiedenen Tagen bedruckt wurden, liefern nur schlecht reproduzierbare Er-
gebnisse. Dies wurde für verschiedene Beispiel gezeigt (Abschnitt 4.1.1 und 4.2.3). Der
Druckprozess, bei dem die Peptide auf der Glasträgeroberfläche immobilisiert werden,
ist enormen Schwankungen ausgesetzt [135, 136], sei es durch die Beschaffenheit der zu
druckenden Peptidlösungen, durch den Zustand der Glasträger, deren Haltbarkeit im
unbedruckten Zustand nur sehr begrenzt ist oder auch durch Schwankungen der äußeren
experimentellen Bedingungen. Ein Tropfen Peptidlösung, der während des Druckens auf
den Glasträger aufgebracht wird, kann beispielsweise, je nach Temperatur und Luftfeuch-
tigkeit, unterschiedlich schnell verdunsten. Dies beeinflusst die Peptidkonzentration in
der Drucklösung und somit die Peptiddichte auf dem Mikroarray.
Außerdem kann die Verwendung verschiedener Glasträgerchargen, also Glasträger,
die zu unterschiedlichen Zeitpunkten produziert wurden, zu unterschiedlichen Signal-
intensitäten führen. Die Glasträgeroberfläche kann chargenabhängig unterschiedliche
Eigenschaften, z.B. Kontaktwinkel aufweisen. Der Kontaktwinkel bestimmt die Hydropho-
bizität einer Glasoberfläche [55, 154]. Ein abgesetzter Peptidtropfen auf einer hydrophoben
Oberfläche, berührt diese mit der kleinstmöglichen Fläche, während der Tropfen auf
einer hydrophilen Oberfläche breit zerläuft. Unterschiedliche Kontaktwinkel wirken sich
demnach ebenfalls auf die Spotgröße und die Peptiddichte auf dem Mikroarray aus.
Diese technologischen Gegebenheiten lassen sich schwer kontrollieren. Für DNA-
Mikroarrays können diese Schwankungen durch Normierung der Signalintensitäten aus-
geglichen werden [94], was für Protein- oder Peptid-Mikroarrays bisher nicht gelang.
Ein vielversprechender Ansatz stellt die Entwicklung einer internen Kontrolle auf jedem
verwendeten Mikroarray dar [109]. Anhand des Signals dieser Kontrolle können alle
technologischen und experimentellen Schwankungen herausgerechnet und somit die Daten
normiert werden. Die Antikörperkontrollen, die sich auf den hier verwendeten Mikroarrays
befinden, sind dafür allerdings nicht geeignet, da Proteine leicht denaturieren und somit
die Signale der Antikörperkontrollen älterer und neuerer Mikroarrays nicht vergleichbar
wären. Stattdessen könnte ein stabiles Peptid oder ein anderes stabiles chemisches Molekül
zweckdienlich sein. Eine optimale Methode zur Normierung von Peptid-Mikroarraydaten
zu finden ist ein wichtiges Ziel weiterer Arbeiten. Da in dieser Arbeit keine Untersu-
chungen hinsichtlich einer geeigneten Normierungsmethode durchgeführt wurden, dürfen
folglich bei der Messung von Antikörper-Peptid-Interaktionen nur Mikroarrays derselben
Charge verwendet werden, um verlässliche Ergebnisse zu erzielen.
Eine weitere Quelle technologischer Varianz resultiert abermals aus dem Druckprozess.
Im Abschnitt 4.2.1 wurde eine Signalabnahme innerhalb von Mikroarrays des Typs P 918213,15
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festgestellt. Auf diesen Mikroarrays sind über 9000 Peptide immobilisiert. Demnach
nimmt der Druckprozess, der beginnend bei der obersten Reihe schrittweise bis zur
letzten Reihe erfolgt, einige Stunden in Anspruch. Dies führt dazu, dass die Reaktivität
der Linkergruppe, die das Peptid mit der Glasträgeroberfläche verknüpft, abnimmt und
somit die Immobilisierung der Peptide reihenweise ineffektiver wird. Somit wirkt sich
die Druckreihenfolge direkt auf das gemessene Signal aus, ein Phänomen, das schon
beobachtet wurde [36].
Zusätzlich dazu korreliert auf den hier untersuchten Mikroarrays die Signalabnahme mit
der Anordnung der verschiedenen Sub-Bibliotheken. Beginnt eine neue Sub-Bibliothek,
nimmt die Signalintensität in diesem Unterblock sprunghaft ab. Diese Schwankungen
können dadurch hervorgerufen werden, dass die einzelnen Sub-Bibliotheken aus unter-
schiedlichen Synthesechargen stammen und daher unterschiedliche Reaktivitäten aufwei-
sen, was sich auf die Immobilisierungseffizienz auswirkt. Da auf die Zusammensetzung
der hier verwendeten Zufallspeptidbibliothek P 918213,15 keinen Einfluss genommen werden
konnte, wurden einzelne Sub-Bibliotheken (13mer Zufallspeptide und 15mer Peptide mit
S, T oder Y in Position acht der Peptidsequenz) von der Datenanalyse ausgeschlossen.
Dass es für Peptid-Mikroarrays kein einheitliches Herstellungs-, Hybridisierungs- und
Detektionsverfahren gibt [34, 107, 123, 124, 133], verdeutlicht, wie vielfältig die Techno-
logie ist und welcher außerordentlich großen Variabilität sie unterliegt. So mussten allein
in dieser Arbeit die experimentellen Bedingungen, wie z.B. Analytkonzentration und
Sekundärantikörperkonzentration für jedes untersuchte System neu bestimmt werden.
Die optimale Serumverdünnung wurde für Serumantikörperbindungsstudien abhängig
vom betrachteten Antikörperisotyp bestimmt (Abschnitt 4.2.1). Die getrennte Analyse
einzelner Antikörperisotypen im humanen System ist notwendig, da IgG in der Regel
in, verglichen mit IgM, zehnfach erhöhter Konzentration in humanem Blut vorhanden
ist [77]. Die Ergebnisse zeigen, dass eine gleichzeitige Detektion von IgG und IgM zu
Signalverlust führt, sei es durch ein vermindertes Signal-Rausch-Verhältnis bei zu hoher
IgG-Konzentration oder ein zu schwaches Signal für IgM durch zu starke Verdünnung
der Probe.
Ein weiteres Argument für die getrennte Betrachtung von Antikörperisotypen ist, dass
die hier verwendeten Sekundärantikörper in Mischung Kreuzreaktivität aufweisen. In
Abschnitt 4.2.1 wurde gezeigt, dass anti-Human-IgG merklich kreuzreaktiv gegen IgM-
Antikörper ist. Dies hängt damit zusammen, dass der verwendete anti-Human-IgG-A546
Antikörper sowohl die schwere als auch die leichte Kette von IgG bindet [44]. Da IgG-
und IgM-Antikörper ähnliche leichte Ketten aufweisen, kann anti-IgG also auch an IgM-
Antikörper binden. Folglich muss für Mischdetektionen von IgG und IgM ein anti-IgG
Sekundärantikörper verwendet werden, der spezifisch die γ-Kette von IgG-Antikörpern
erkennt. Einige Untersuchungen diesbezüglich wurden bereits durchgeführt (Christin
Schläwicke, ehem. AG Systemimmunologie, HU Berlin).
Eine große Fehlerquelle stellt die unspezifische Bindung der Sekundärantikörper an
die Peptide der Probenbibliothek dar. Diese falschpositiv gebundenen Peptide müssen
von denen, die tatsächlich von der Antikörperprobe gebundenen wurden unterschieden
werden. Zur Ermittlung der falschpositiven Signale wurden Blank-Inkubationen, d.h. die
Inkubation von ausschließlich Sekundärantikörper, durchgeführt und ein neues Verfahren
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etabliert, um falschpositive Signale zu identifizieren und zu eliminieren (Abschnitt 4.2.2).
Als falschpositive Signale wurden in Vorarbeiten [22] solche definiert, die bei der Blank-
Kontrolle eine hohe Signalintensität aufwiesen und die höchsten 10% wurden aus allen
Datensätzen entfernt. Diese Methode stellte sich jedoch als zu ungenau und unspezifisch
heraus, da so zum einen nicht alle falschpositiv erkannten Peptide identifiziert wurden.
Zum anderen können hohe Signalintensitäten auch von experimentellen Artefakten her-
rühren. Beispielsweise kann die Verteilung der Signalintensität auf einem Mikroarray sehr
unregelmäßig sein. Regionen, in denen z.B. wegen eine Flecks höhere Signalintensitäten
gemessen werden, würden als falschpositive Signale missinterpretiert. Ein solches Artefakt
würde auch eine Erhöhung der lokalen Hintergrundsignalintensität hervorrufen und wäre
demnach nicht peptidspezifisch. Daher sollte auch immer der lokale Hintergrund eines
Signals berücksichtigt werden.
Demnach wurde das Signal-Rausch-Verhältnis, also das Signal relativ zum lokalen
Hintergrundsignal verwendet, um ein gebundenes Peptid von einem nicht gebundenen
Peptid zu unterscheiden. Die Grenze wurde als SNR>3 definiert, da in Abschnitt 4.1.5
bereits dargelegt wurde, dass SNR>3 ein geeignetes Kriterium darstellt, um Binder und
Nichtbinder zu unterscheiden.
Ein ähnliches Verfahren wird von Maeurer et al. [56] durchgeführt. Auch hier dient eine
Inkubation mit ausschließlich Sekundärantikörper als Grundlage, um falschpositive Signale
zu identifizieren. Als gebunden wird ein Peptid definiert, dessen Signalintensität größer
als die Hintergrundsignalintensität ist. Der Grenzwert für die Hintergrundsignalintensität
wird wiederum aus dem Signal von leeren Spots, also Spots bei denen kein Peptid, sondern
ausschließlich Puffer auf den Mikroarray gedruckt wurde, bestimmt. Diese leeren Spots
sind allerdings auch den oben beschriebenen experimentellen Schwankungen ausgesetzt
und somit ist fraglich, ob die Bestimmung des Hintergrundgrenzwertes präzise ist.
Messung von Polyreaktivität mit Zufallspeptid-Mikroarrays
Neben Spezifität ist auch Polyreaktivität eine häufig beobachtete Eigenschaft von An-
tikörpern, deren Ausmaß experimentell schwer zu bestimmen ist. Zur Messung von
Antikörper-Polyreaktivität werden verschiedene Methoden, wie Western Blot, Immun-
histologie oder ELISA verwendet [6, 26, 97] und es konnte gezeigt werden, dass die
Ergebnisse solcher Untersuchungen von der Messmethode abhängig sein können [31]. Dies
verdeutlicht, dass die Entwicklung einer universell verwendbaren Messmethode unerläss-
lich ist. Im dritten Teil dieses Kapitels (Abschnitt 4.3) wird der Frage nachgegangen, ob
Zufallspeptid-Mikroarrays zur Untersuchung von Antikörper-Polyreaktivität verwendet
werden können.
Um Polyreaktivität von Antikörpern einzuschätzen (Abschnitt 4.3.1), wurde zum
einen die Gesamtsignalintensität des Mikroarrays und zum anderen die Bandbreite
der erkannten Peptide als Kriterien verwendet. Zwar konnten die von Tiller et al. [149]
ermittelten Reaktivitäten der zehn Testantikörper mit beiden Methoden nicht reproduziert
werden, aber die Reaktivität der Kontrollantikörper wird korrekt wiedergegeben. Bei
der Verwendung der Gesamtsignalintensität kann eine hohe Signalintensität auch daraus
resultieren, dass ein Antikörper sehr spezifisch an ein einzelnes Peptid, dieses jedoch mit
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hoher Affinität, bindet. Polyreaktivität wird jedoch als die Reaktivität gegenüber einer
Vielzahl von Bindungspartnern definiert [159], unabhängig davon wie groß die jeweilige
Bindungsstärke ist. Daher wird die Bandbreite der Peptiderkennung als das geeignetere
Maß für Antikörper-Polyreaktivität erachtet.
Ein Vergleich mit den von Tiller et al. bestimmten Reaktivitäten zeigt, dass die
Reaktivität mit der hier verwendeten Methode generell als größer eingeschätzt wird.
Dies könnte auf die Verwendung unterschiedlicher Messmethoden zurückzuführen sein.
Tiller et al. bestimmen die Reaktivität der Antikörper durch ELISA. Die Sensitivität der
Mikroarray-Technologie ist jedoch um ein Vielfaches größer als die des Standard-ELISA
[133]. Mit Peptid-Mikroarrays kann die Reaktivität der Antikörper also viel genauer be-
stimmt werden und liefert daher größere Reaktivitäten. Des Weiteren wird Polyreaktivität
nach Wardemann et al. durch die Erkennung von nur einigen immunsystemspezifischen
Antigenen bestimmt [159]. Die Peptidbibliothek auf dem Mikroarray wurde so gewählt,
dass diese maximal divers ist. Folglich ist das Spektrum der möglichen Bindungspartner
deutlich größer und somit auch die Wahrscheinlichkeit, dass der Antikörper etwas erkennt.
Trotzdem die Reaktivitätsmessungen, die hier vorgenommen wurden und die von Tiller
et al. durchgeführten, zu unterschiedlichen Ergebnissen führen, wurde gezeigt, dass Mi-
kroarrays mit Zufallspeptidbibliotheken die Möglichkeit bieten, Antikörperpolyreaktivität
zu messen, da die Reaktivität der Kontrollantikörper sehr gut wiedergegeben werden
konnte. Welche der beiden Meßmethoden letztlich die geeignetere ist, bleibt offen, jedoch
scheinen Mikroarrays durch die höhere Sensitivität der Bindungsstärkemessung mehr
Potential zu besitzen.
In Abschnitt 4.3.2 wurden vergleichendenen Reaktivitätsmessungen dreier Antikör-
perproben (mAk, Serum, Serum + mAk) durchgeführt. Wie zu erwarten war, binden
Antikörpermischungen eine größere Bandbreite potentieller Antigene als ein einzelner
monoklonaler Antikörper. Die Mischung aus Serum und monoklonalem Antikörper ist
weniger reaktiv als die Serumprobe allein. Dies könnte durch eine höhere partielle Anti-
körperkonzentration hervorgerufen werden. Zwar wurden die Proben alle mit derselben
Gesamt-IgG-Konzentration inkubiert, jedoch liegt in der Serum-mAk-Mischung der mo-
noklonale Antikörper im Überschuss vor. Demzufolge verschiebt sich das Gleichgewicht
der Antikörperadsorption hin zu dem Reaktionspartner mit der höchsten Konzentra-
tion. Andere Antikörper-Peptid-Wechselwirkungen werden dadurch verdrängt und die
Polyreaktivität wird demnach geringer.
Außerdem wurden die von drei IgG-Proben (mAk, Serum, Serum + mAk) gebundenen
Peptide auf ihre Aminosäurezusammensetzung hin analysiert. Die bevorzugte Bindung
über hydrophobe Wechselwirkungen wird mit hoher struktureller Flexibilität und Kreuz-
reaktivität eines Antikörpers assoziiert, wohingegen die Bindung über elektrostatische
Wechselwirkungen auf eine hohe Spezifität des Antikörpers hinweist [145]. Die bevorzugte
Bindung des untersuchten monoklonalen Antikörpers (PN46rev) an Peptide mit einem
erhöhten Anteil aromatischer und einem geringeren Anteil geladener Aminosäuren deutet
demnach auf Polyreaktivität hin.
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5 Ergebnisse und Diskussion II: Anwendung
zur serologischen Diagnose
Nicole Bruni erarbeitete in ihrer Dissertation einen statistischen Analyseweg zur Unter-
scheidung verschiedener Immunzustände am Beispiel von H.polygyrus-infizierten Mäusen
[22]. Dieser Analyseweg (siehe Abschnitt 1.5) wird in diesem Kapitel auf verschiedene
Datensätze zur Diagnose von Infektionskrankheiten (Abschnitt 5.1), von Autoimmun-
krankheiten (Abschnitt 5.2) und von Krebs (Abschnitt 5.3) angewendet. Dabei wird
die Diagnosemethode zunächst im Maussystem anhand neuer Datensätze nachvollzogen
und validiert (Abschnitte 5.1 und 5.2). Darüber hinaus erfolgt erstmals die Anwendung
auf einen humanen Datensatz, wobei mögliche Faktoren, die sich auf die Verlässlich-
keit der serologischen Diagnose auswirken könnten, identifiziert und diskutiert werden
(Abschnitt 5.3).
5.1 Unterscheidung der Antikörperbindungsprofile von
gesunden und H.polygyrus- infizierten Mäusen
C57BL/6 (15)
Mäuse
BALB/c (15)
BALB/c H. polygyrus (14dpi) (13)
Abbildung 5.1: Seren gesunder und H.polygyrus infizierter Mäuse. Der untersuchte Datensatz besteht
aus Seren von 15 gesunden C57BL/6 Mäusen, 15 gesunden BALB/c Mäusen und 13 BALB/c Mäusen, die
mit dem intestinalen Fadenwurm H.polygyrus infiziert wurden. Den infizierten BALB/c Mäusen wurde 14
Tage nach Infektion Blut entnommen. Die Serumantikörperbindungsprofile von 15 gesunden C57BL/6
Mäusen und 15 gesunden BALB/c Mäusen zur Untersuchung der Unterschiede des Antikörperrepertoires
verschiedener Mausstränge wurde analysiert. Außerdem wurden die Serumantikörperbindungsprofile von
15 gesunden BALB/c Mäusen sowie 13 infizierten BALB/c Mäusen (14 dpi) zur Unterscheidung des
Immunzustandes untersucht.
Der Datensatz, der für die folgenden Untersuchungen verwendet wurde, besteht aus Seren
von 15 gesunden C57BL/6 Mäusen, 15 gesunden BALB/c Mäusen sowie 13 BALB/c
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Mäusen, die mit einem intestinalen Fadenwurm (H.polygyrus) infiziert wurden und denen
nach 14 Tagen Blut entnommen wurde (Abb. 5.1).
Das IgG- und IgM-Antikörperbindungsprofil aller Serumproben wurde durch Inkubation
jeder Probe auf Mikroarrays derselben Charge, die mit 300 Peptiden bedruckt sind
(Peptidbibliothek P 30014+, siehe Abschnitt 3.12), gemessen (Sequenzen siehe Tabelle 8,
Anhang B). Die Detektion der IgG- bzw. IgM-Bindung erfolgte mit fluorochrommarkierten,
isotypspezifischen Sekundärantikörpern (Signalintensitätshistogramme der IgG- und IgM-
Bindungssignale siehe Abb. 7-12, Anhang B).
5.1.1 Merkmalsselektion und Klassifizierung von gesunden und H.polygyrus-
infizierten Individuen
Die Klassifizierung der Antikörperbindungsprofile wurde für zwei Testdatensätze durchge-
führt [20]. Zum einen wurden die IgG- und IgM-Antikörperrepertoires zweier verschiedener
gesunder Mausstämme (C57BL/6 und BALB/c) untersucht und zum anderen, die von
gesunden und H.polygyrus-infizierten BALB/c Mäusen, 14 Tage nach Infektion mit dem
Parasiten. Mittels P-SVM wurden die Peptide selektiert, die die jeweiligen Gruppen am
Besten klassifizieren. Die Sequenzen sind in Tabelle 5.1 dargestellt. Bereits ein einziges
Peptid genügt, um die IgM-Repertoires von gesunden C57BL/6 und BALB/c Mäusen zu
klassifizieren (Tabelle 5.2). Aber auch die Antikörperrepertoires gesunder und infizierter
BALB/c Mäuse sind fehlerfrei klassifizierbar.
Tabelle 5.1: Sequenzen der Peptide zur Klassifizierung der IgG- und IgM-Antikörperrepertoires von
gesunden C57BL/6 und gesunden BALB/c Mäusen sowie zur Unterscheidung von gesunden BALB/c
Mäusen und H.polygyrus-infizierten BALB/c Mäusen. Die Peptide wurden durch Merkmalsselektion aus
einer Zufallsbibliothek bestehend aus 300 Peptiden selektiert.
Peptidsequenz
IgM SGFPDKIEFPTQDC
IgG VSLASSSARGDTYF
BALB/c vs. C57BL/6 QKDTSRKNNKEQGL
KEEKSEEEHEGFRD
TRRYNIMSKIFNTW
IgM THEDFRYDDVFEGN
BALB/c vs. FFDEIIHSCRSQNG
BALB/c H.polygyrus VRQVQRSKKMHKKG
(14dpi) IgG QQAKIGKETTIELD
ILDSIGRFFSGDRGAPKRGS
TRTTHYGSLPQKSQHGRTQD
Für alle untersuchten Gruppen wurde eine Klassifizierungsgenauigkeit (KG) zwischen
97% und 100% ermittelt. Die Signifikanz dieser Klassifizierungsergebnisse wurde durch
label shuffling ermittelt. Wie in Tabelle 5.2 gezeigt wird, sind alle Klassifizierungen
signifikant (p < 0.05).
84
KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION II: ANWENDUNG ZUR
SEROLOGISCHEN DIAGNOSE
Zusammengenommen benötigt man vier Peptide, um die IgM- Antikörperrepertoires
bzw. sieben Peptide, um die IgG- Antikörperrepertoires aller untersuchten Gruppen zu
klassifizieren. Zur Visualisierung werden diese 4- bzw. 7-dimensionalen Räume, die durch
die vier bzw. sieben Peptide definiert werden, durch lineare Diskriminantenanalyse (LDA)
auf zwei Dimensionen reduziert. Abb. 5.2 zeigt die Auftrennung aller Datenpunkte in
drei Gruppen für das IgG- und IgM-Antikörperrepertoire.
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Abbildung 5.2: Lineare Diskriminantenanalyse (LDA) der IgG- und IgM-Antikörperbindungsprofile der
beiden gesunden Mausstämme C57BL/6 und Balb/c und der H.polygyrus-infizierten BALB/c Mäuse unter
Verwendung der durch P-SVM selektierten vier Peptide, um die IgM-Antikörperrepertoires bzw. sieben
Peptide, um die IgG-Antikörperrepertoires aller untersuchten Gruppen zu klassifizieren. Entnommen aus
Bongartz et al. [20].
5.1.2 Diagnose der H.polygyrus-Infektion
Die Diagnose einer Krankheit umfasst die Vorhersage der Gruppenzugehörigkeit eines
Individuums aufgrund bestimmter, für die Krankheit charakteristischer Merkmale. Dies
sollte nach Möglichkeit mit einem vom Trainingsdatensatz, mit dem diese Merkmale
identifiziert wurden, unabhängigen Probensatz geschehen. Da wegen der geringen Anzahl
von Serumproben, die Aufteilung in Trainings- und Validierungsdatensatz nicht möglich
ist, wird stattdessen die diagnostische Zuverlässigkeit durch leave-one-out Kreuzvalidie-
rung bestimmt. Alle Gruppen lassen sich mit einer Genauigkeit von 97%-100% korrekt
vorhersagen. Lediglich die Diagnose von H.polygyrus-infizierten BALB/c Mäusen benötigt
ein Peptid mehr als bei der Klassifizierung. Alle berechneten Ergebnisse sind signifikant
(p < 0.05), was wiederum durch label shuffling bestimmt wurde. Alle Ergebnisse sind in
Tabelle 5.2 zusammengefasst.
5.1.3 Bedeutung selektierter Peptide
Die sich stellende Frage ist, ob die gefundenen Peptide auf natürliche Antigene zurück-
zuführen sind. Daher wurden die Sequenzen der Peptide, die zur Klassifizierung von
gesunden und H.polygyrus-infizierten BALB/c Mäusen (14 dpi) selektiert wurden, gegen
eine Proteinsequenzdatenbank verglichen (BLAST) [3, 4]. Als Ergebnis liefert BLAST
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lokale Abgleiche von Teilen der gesuchten Sequenz mit Teilen aus der Datenbank und
gibt zuzüglich die Signifikanz der gefundenen Treffer an.
Die Sequenzen der selektierten Zufallspeptide konnten nicht signifikant auf ein bekann-
tes Protein zurückgeführt werden (siehe Tabelle 5, Anhang A).
Tabelle 5.2: Klassifizierung und Vorhersage der IgG- und IgM-Antikörperrepertoires von gesunden
C57BL/6 und gesunden BALB/c Mäusen sowie von gesunden BALB/c Mäusen und H.polygyrus-infizierten
BALB/c Mäusen (14 dpi). Die Klassifizierungsgenauigkeit (KG) der durch P-SVM selektierten Peptide,
die durch leave-one-out Kreuzvalidierung bestimmte diagnostische Zuverlässigkeit (DZ), sowie die durch
label shuffling berechneten Signifikanzen p sind gezeigt.
BALB/c vs.
C57BL/6
BALB/c vs. BALB/c
H.polygyrus (14dpi)
IgM IgG IgM IgG
KG 100% 97% 100% 100%
Peptidanzahl 1 4 3 3
p <0.002 <0.031 0.002 <0.002
DZ 100% 97% 100% 100%
Peptidanzahl 1 4 4 3
p <0.002 <0.006 <0.001 <0.006
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5.2 Unterscheidung der Antikörper-Bindungsprofile von
gesunden und autoimmunen Mäusen
Da die Diagnose von SLE sowohl aufgrund der Uniformität der Symptome mit anderen
Autoimmunkrankheiten, als auch durch das Fehlen spezifischer Autoantigenmarker [39],
problematisch ist, werden die Bindungsprofile von IgG2b- und IgG2c-Autoantikörpern
gegenüber zufälligen Peptiden zur Diagnose herangezogen.
C57BL/6 (9)
Mäuse
FcγRIIB    .B6 (16)-/-
FcγRIIB    .B6 gesund (5)-/-
Abbildung 5.3: Seren gesunder und autoimmuner Mäuse. Seren von 9 gesunden C57BL/6 Mäusen,
16 kranken FcγRIIB-/-.B6 Mäusen (Blutabnahme im Alter von 28 Wochen) sowie von 5 gesunden
FcγRIIB-/-.B6 Mäusen (Blutabnahme im Alter von 18 Wochen), wurden auf Mikroarrays, auf denen die
Zufallsbibliothek P 30014+ immobilisiert war, inkubiert. Die IgG2b- und IgG2c-Antikörperbindungsprofile
wurden mit fluorochrommarkierten Sekundärantikörpern detektiert und die Unterschiede der Antikörper-
repertoires von gesunden und autoimmunen Mäusen analysiert.
Dazu wurden die IgG2b und IgG2c-Autoantikörperrepertoires von neun gesunden
C57BL/6 Mäusen sowie von 16 kranken FcγRIIB-/-.B6 Mäusen (Abb. 5.3) anhand ihrer
Bindungsprofile gegenüber 300 Peptiden (Peptidbibliothek P 30014+, siehe Abschnitt 3.12)
untersucht. Die Inkubation der Seren erfolgte auf Mikroarrays derselben Produktions-
charge, am selben Tag und zu konstanten experimentellen Bedingungen. Die Detektion
einer IgG2b- und IgG2c-Peptid-Interaktionen erfolgte mithilfe von isotypspezifischen
Sekundärantikörpern (Signalintensitätshistogramme der IgG2b- und IgG2c- Bindungssi-
gnale siehe Abb.13 und 14, Anhang B). Falschpositive Signale, die von unspezifischer
Sekundärantikörperbindung an die Peptide auf dem Mikroarray herrühren, wurden, wie in
Abschnitt 3.15.1 beschrieben, entfernt. Für die Analyse des IgG2b-Antikörperrepertoires
blieben dementsprechend 242 Peptide (siehe Tabelle 9, Anhang B) übrig und für die
Analyse des IgG2c-Antikörperrepertoires wurden 233 Peptide (siehe Tabelle 10, Anhang
B) verwendet. Zur Unterscheidung der Antikörperbindungsprofile von gesunden und
autoimmunen Individuen wurde der beschriebene Analyseweg (Abb. 1.5) verfolgt.
5.2.1 Hauptkomponentenanalyse
Die Hauptkomponentenanalyse (Abb. 5.4) zeigt eine sehr gute Auftrennung der beiden
Mausgruppen. Die ersten Hauptkomponenten enthalten jeweils 43.01% (IgG2b) bzw.
58.94% (IgG2c) und die zweiten Hauptkomponenten 11.16% (IgG2b) und 7.45% (IgG2c)
der Varianz.
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Abbildung 5.4: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der IgG2b- und IgG2c- Antikörperbindungssignale
der auf Mikroarrays inkubierten Seren von 9 gesunden C57BL/6 und 16 FcγRIIB-/-.B6 Mäusen. Die
ersten zwei Hauptkomponenten sind gegeneinander aufgetragen. Diese entsprechen 242- (IgG2b) bzw. 233-
(IgG2c) dimensionalen Vektoren, die aus den 242 (IgG2b) bzw. 233 peptidassoziierten Signalintensitäten
hervorgehen. Die Anzahl der Peptide resultieren aus der unterschiedlichen Anzahl falschpositiver Signale,
die die verschiedenen Sekundärantikörper hervorrufen.
5.2.2 Diagnose von Autoimmunkrankheiten anhand spezifischer Biomarker
Da durch Hauptkomponentenanalyse keine spezifischen Merkmale aus einem Daten-
satz extrahiert werden können, wird der Algorithmus P-SVM zur Merkmalsselektion
herangezogen, um Peptide zu identifizieren, die als sogenannte Biomarker für eine Au-
toimmunkrankheit (hier im SLE-Mausmodell) dienen könnten.
Mit nur drei Peptiden lassen sich die IgG2b- und IgG2c-Antikörperrepertoires von
gesunden und SLE-Mäusen fehlerfrei klassifizieren (pIgG2b = 0.08, pIgG2c = 0.07) (Tabel-
le 5.3). Mögliche Gründe für die nicht sehr hohe Signifikanz der Ergebnisse werden in
Abschnitt 5.4 diskutiert.
Die diagnostische Zuverlässigkeit wurde durch leave-one-out Kreuzvalidierung bestimmt.
Mit jeweils drei Peptiden lassen sich gesunde und autoimmune Mäuse anhand der IgG2b-
und IgG2c-Bindungsprofile mit 94% diagnostischer Zuverlässigkeit vorhersagen. Durch
label shuffling wurde gezeigt, dass sich die ermittelten Vorhersagegenauigkeiten signifikant
von denen zufällig vorhergesagter Gruppen unterscheiden (pIgG2b = 0.002, pIgG2c = 0.007)
(Tabelle 5.3). Tabelle 5.4 zeigt die Sequenzen der selektierten Peptide.
Die 3-dimensionale Auftragung der Signalintensitäten der drei durch Merkmalsse-
lektion gefundenen Peptide gegeneinander veranschaulicht die Auftrennung der beiden
Mausgruppen (Abb. 5.5).
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Tabelle 5.3: Klassifizierung und Vorhersage der IgG2b- und IgG2c-Autoantikörperrepertoires von
gesunden C57BL/6 und autoimmunen FcγRIIB-/-.B6 Mäusen. Die Klassifizierungsgenauigkeit (KG) wurde
durch Merkmalsselektion bestimmt. Die Sensitivität, Spezifität und die diagnostische Zuverlässigkeit (DZ)
wurden durch leave-one-out-Kreuzvalidierung bestimmt. Die Signifikanzen p wurden durch label shuffling
berechnet.
C57BL/6 vs. FcγRIIB-/-.B6
IgG2b IgG2c
KG (%) 100 100
p 0.08 0.07
Sensitivität 1 1
Spezifität 0.88 0.88
DZ (%) 93.8 93.8
p 0.002 0.007
Peptidanzahl 3 3
Tabelle 5.4: Sequenzen der Peptide zur Klassifizierung der IgG2b- und IgG2c-Autoantikörperrepertoires
von gesunden C57BL/6 und autoimmunen FcγRIIB-/-.B6 Mäusen. Die Peptide wurden durch Merkmalss-
elektion aus der Zufallsbibliothek P 30014+ selektiert.
Peptidsequenz
IgG2b 1 KDQDAEQAPEYRGRTELLKE
2 STDDYEDAASQGTE
3 FKTRVQDGSPWKTA
IgG2c 1 SITSFQDMRAPTSQ
2 KTNYTNTAKNVKSI
3 RSPQDMLTGFWLAH
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Abbildung 5.5: Signalintensitäten der drei durch Merkmalsselektion gefundenen Peptide für alle Indivi-
duen der beiden Mausgruppen (C57BL/6 und FcγRIIB-/-.B6). Die selektierten Peptide erlauben die Klas-
sifizierung von gesunden und autoimmunen Mausgruppen im IgG2b- und IgG2c-Autoantikörperrepertoire.
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5.2.3 Auftrennung von gesunden und FcγRIIB-/-.B6-Mäusen aufgrund
genetischer oder immunologischer Unterschiede?
Eine mögliche Interpretation der klaren Klassifizierbarkeit der IgG2b- und IgG2c- Anti-
körperbindungsmuster wäre, dass die FcγRIIB-/-.B6-Mäuse aufgrund der genetischen
Modifikationen, ein anderes Antikörperrepertoire aufweisen, als die gesunden C57BL/6
Mäuse. Um sicherzustellen, dass die unterschiedlichen Antikörperbindungsprofile von
gesunden und autoimmunen Mäusen auf die Antikörperrepertoireveränderungen als Folge
der Autoimmunkrankheit und nicht auf die genetischen Unterschiede zurückzuführen sind,
wurden die IgG2b- und IgG2c-Antikörperbindungsprofile von FcγRIIB-/-.B6-Mäusen
analysiert, die noch keine Symptome der Autoimmunkrankheit zeigten und mit denen
von FcγRIIB-/-.B6-Mäusen, die SLE Symptome zeigten, und gesunden C57BL/6-Mäusen
verglichen.
In FcγRIIB-/-.B6-Mäusen treten die ersten SLE Symptome im Alter von 20 Wochen
auf. Von fünf Mäusen wurde im Alter von 18 Wochen (gesund) und 28 Wochen (krank)
Blut entnommen. Diese 10 Serumproben wurden zusammen mit weiteren 5 Serumproben
von gesunden C57BL/6 Mäusen auf Mikroarrays derselben Charge, am gleichen Tag
inkubiert und die IgG2b- und IgG2c-Antikörperbindungsprofile analysiert.
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Abbildung 5.6: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der IgG2b- und IgG2c-
Autoantikörperbindungssignale der auf Mikroarrays inkubierten Seren fünf gesunder C57BL/6
sowie fünf gesunder und fünf kranker FcγRIIB-/-.B6 Mäuse. Die ersten zwei Hauptkomponenten sind
gegeneinander aufgetragen.
Durch Hauptkomponentenanalyse wird gezeigt, dass die gesunden
FcγRIIB-/-.B6-Mäuse sich nicht von den gesunden C57BL/6 Mäusen unterscheiden, sich
jedoch die kranken FcγRIIB-/-.B6-Mäuse von den gesunden Mäusen auftrennen lassen
(Abb. 5.6). Daraus wird geschlussfolgert, dass die Auftrennung aus den Unterschieden
der Antikörperbindungsprofile, die die Autoimmunkrankheit hervorruft, resultieren und
die genetischen Unterschiede der Mäuse keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben.
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5.2.4 Bedeutung selektierter Peptide
In diesem Abschnitt wird untersucht, ob die gefundenen Peptide auf natürliche Antigene
zurückzuführen sind. Daher wurden die Sequenzen der Peptide, die zur Klassifizierung von
gesunden und FcγRIIB-/-.B6-Mäusen selektiert wurden, gegen eine Proteinsequenzdaten-
bank verglichen (BLAST) [3, 4]. Als Ergebnis liefert BLAST lokale Abgleiche von Teilen
der gesuchten Sequenz mit Teilen aus der Datenbank und gibt zuzüglich die Signifikanz
der gefundenen Treffer an.
Die Sequenzen der selektierten Zufallspeptide konnten nicht signifikant auf ein bekann-
tes Protein zurückgeführt werden (siehe Tabelle 5, Anhang A).
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5.3 Unterscheidung von Serumantikörperbindungsprofilen zur
Diagnose primärer Hirntumore
Die Bestimmung des Malignitätsgrades humaner Astrozytome erfordert hoch-invasive
Verfahren. In diesem Abschnitt wird erstmals im humanen System untersucht, ob anhand
der IgM-Antikörperbindungsprofile gegenüber Zufallspeptidbibliotheken die Diagnose des
Malignitätsgrades humaner Astrozytome zu bewerkstelligen ist. Da schon eine humorale
Immunantwort auf Gliome im Mausmodell [105] und bei humanen Intrakranialtumoren
[30] beobachtet werden konnte, kann die Antikörperrepertoireänderung aufgrund des
Hirntumors zur serologischen Diagnose des Tumorgrades herangezogen werden.
5.3.1 Patienten und experimenteller Aufbau
Die Seren von 8 niedriggradigen (WHO Grade I und II) Astrozytom Patienten (nA) und
24 hochgradigen (WHO Grade III und IV) Astrozytom Patienten (hA) wurden hinsichtlich
der Bindungsprofile ihrer IgM-Antikörperrepertoires gegenüber Zufallspeptidbibliotheken
untersucht (Abb. 5.7).
Patienten Astrozytom °I / II (nA) (8)
Astrozytom °III / IV (hA) (24)
Abbildung 5.7: Seren von niedriggradigen (nA, 8 Proben) und hochgradigen (hA, 24 Proben) Astrozy-
tom Patienten. Die Malignitätsgrade der Tumore wurden durch histologische Analyse von Tumorgewebe
bestimmt. Die Blutabnahme erfolgte vor oder während der operativen Tumorresektion. Es wurden
ausschließlich Patienten mit primären Tumoren in der Studie berücksichtigt. Die Bindungsprofile der
IgM-Antikörperrepertoires aller Proben gegenüber Zufallspeptidbibliotheken wurden analysiert.
Die Seren wurden von Christian Schichor (Neurologischen Klinik, Ludwig-Maximilians-
Universität, München) zur Verfügung gestellt. Die Blutabnahme erfolgte kurz vor oder
während der operativen Resektion des Tumors, aber immer vor einer weiteren medika-
mentösen Behandlung oder Radiotherapie der Patienten. Einige Patienten wurden 1-2
Tage vor der Operation mit Kortison behandelt. Um eine sekundäre Immunantwort auf
einen rezidiven Tumor auszuschließen, wurden ausschließlich Patienten mit primären
Tumoren in der Studie berücksichtigt. Die Malignitätsgrade der Tumore wurde durch
histologische Analyse von Tumorgewebe bestimmt.
Die Seren wurden auf Mikroarrays, die mit der Peptidbibliothek P 918213,15 (siehe Ab-
schnitt 3.12) bedruckt sind, inkubiert und die IgM-Bindungssignale mit einem fluoro-
chrommarkierten anti-Human-IgM Sekundärantikörper detektiert (Signalintensitätshisto-
gramme der IgM- Bindungssignale siehe Abb. 15 und 16, Anhang B). Die Inkubation
der Seren erfolgte auf Mikroarrays derselben Produktionscharge, am selben Tag und zu
konstanten experimentellen Bedingungen. IgG-Bindung wurde nicht detektiert, da eine
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Kreuzreaktivität des anti-IgG Sekundärantikörpers mit anti-IgM nachgewiesen wurde
(siehe Abschnitt 4.2.1). Es wurden nur IgM-Bindungen an 15mer Zufallspeptide für die
weitere Analyse berücksichtigt, da wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, die sich ebenfalls
auf diesem Mikroarraytyp befindenden 13mer Zufallspeptide und 15mer Peptide mit S,
T oder Y in Position acht der Peptidsequenz, unterschiedliche Reaktivitäten aufweisen.
Falschpositive Signale, die von Bindung des Sekundärantikörpers an die Peptidbibliothek
resultieren wurden, wie beschrieben (Abschnitt 4.2.2), eliminiert. Für die Datenanalyse
standen danach die Bindungssignale von 3282 Peptiden zur Verfügung.
5.3.2 Dateneigenschaften
Die Verteilung der Signalintensitäten entspricht einer Lognormalverteilung, was durch
Gauss-Fit der logarithmierten Signalintensitäten jedes Individuums (µ = 3.7 (3.2− 4.4),
σ = 0.20 (0.10− 0.27), r2 = 0.95 (0.87− 0.98)) (siehe Tabelle 4, Anhang A) und durch
Vergleich gegen eine Standardnormalverteilung in Quantil-Quantil-Diagrammen bestimmt
wurde.
Betrachtet und vergleicht man die Signalintensitäten zwischen den Gruppen nA und hA,
so fällt auf, dass die Erkennung der Peptide sich in den Gruppen nicht sehr unterscheidet.
Abb. 5.8-A zeigt die über alle Individuen einer Gruppe gemittelten Signalintensitäten
für jedes der 3282 Peptide. Die Signalintensitäten wurden der Größe nach innerhalb der
Gruppe nA geordnet und gegen den Peptidindex aufgetragen. Peptide, die von niedrig-
gradigen Astrozytompatienten schwach erkannt werden, zeigen auch in der hochgradigen
Astrozytom-Gruppe eine geringe Signalintensität. Andersherum werden einige Peptide
von beiden Gruppen mit gleichermaßen hoher Affinität gebunden.
Des Weiteren wird ersichtlich, dass die Signalintensitäten der hA-Gruppe im Mittel
niedriger sind als die der nA-Gruppe. Jedoch zeigt Abb. 5.8-B, dass die Mittelwerte der
Signalintensitäten über alle Peptide innerhalb der einzelnen Gruppen stark streuen, d.h.,
dass die Gruppen nicht allein aufgrund ihrer Signalintensitätsunterschiede klassifizierbar
sind.
Die große Varianz in den Daten wird außerdem dadurch deutlich, dass obwohl die
Peptiderkennung in den Gruppen ähnlich ist, die Signalintensitäten zwischen den ein-
zelnen Individuen nur mäßig korrelieren (r2 = 0.59), im Gegensatz zu durchgeführten
Wiederholungsinkubationen eines humanen Kontrollserums, die gut reproduzierbare
Signalintensitäten aufweisen (r2 = 0.88) (Abb. 5.8-C). Auch innerhalb jeder Gruppe
korrelieren die Signalintensitäten individueller Messungen nur schwach (r2nA = 0.59,
r2hA = 0.59). Demzufolge ist die biologische Varianz, die sich aus den genetischen und
immunologischen Unterschieden der einzelnen Individuen ergibt viel größer als die tech-
nologische Varianz aufgrund experimenteller Einflussfaktoren.
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Abbildung 5.8: Eigenschaften der IgM-Bindungssignalintensitäten von nA- und hA- Individuen. A: Die
über alle Individuen einer Gruppe gemittelten Signalintensitäten für jedes der 3282 Peptide wurden der
Größe nach innerhalb der Gruppe nA geordnet und gegen den Peptidindex aufgetragen. B: Die über den
Mikroarray gemittelte Signalintensität jeder Serumprobe (8 nA, 24 hA). Die Streuung der Mittelwerte ist
größer als die Differenzen zwischen den Gruppen. C: Korrelation der mittleren Signalintensitäten einzelner
Individuen innerhalb und zwischen den Patientengruppen (repräsentative Beispiele). Als Vergleich sind
die gut korrelierenden Signalintensitäten der Inkubationsrepetition eines humanen Kontrollserums gezeigt
(unten rechts).
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5.3.3 Hauptkomponentenanalyse
Die Hauptkomponentenanalyse (Abb. 5.9) zeigt keine Auftrennung der IgM-Antikörperbin-
dungssignale zwischen den Gruppen nA und hAmit den beiden ersten Hauptkomponenten,
d.h. die Gruppen sind nicht aufgrund ihrer größten Varianzen klassifizierbar.
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Abbildung 5.9: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der IgM-Antikörperbindungssignale an 3282 Peptide
von Seren 8 niedriggradiger Astrozytom- (nA) und 24 hochgradiger Astrozytom- (hA) Patienten. Die
ersten zwei Hauptkomponenten sind gegeneinander aufgetragen.
5.3.4 Bestimmung des Grades primärer Hirntumore
Zur Bestimmung des Grades primärer Astrozytome wurden die IgM-Antikörper-Bin-
dungsprofile von 8 niedriggradigen Astrozytom- (nA) und 24 hochgradigen Astrozytom-
(hA) Patienten analysiert. Mit P-SVM wurden Merkmale selektiert, die die Unterschiede
zwischen den Gruppen charakterisieren und so zu einer Auftrennung führen (Tabelle 5.5).
Die Merkmalsselektion wurde unter Verwendung aller 3282 Peptid-assoziierten Signalin-
tensitäten durchgeführt. Die Sensitivität und Spezifität wurden mit den Gleichungen 3.2
und 3.3 berechnet. Die diagnostische Zuverlässigkeit (DZ) wurde durch leave-one-out
Kreuzvalidierung bestimmt (siehe Abschnitt 3.16).
Die Tumorgrade nA und hA können mit einer diagnostischen Zuverlässigkeit von 83%
vorhergesagt werden. Dass diese Ergebnisse nicht zufällig sind, wurde durch 1000-maliges
label shuffling überprüft. Der erhaltene p-Wert spiegelt die hohe Signifikanz der Ergebnisse
wider (siehe Tabelle 5.5).
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Tabelle 5.5: Klassifizierung der IgM-Antikörperrepertoires von niedriggradigen Astrozytom- (nA) und
hochgradigen Astrozytom- (hA) Patienten. Die Sensitivität, Spezifität und die diagnostische Zuverlässigkeit
(DZ) wurden durch leave-one-out Kreuzvalidierung bestimmt. Die Signifikanz p wurden mittels label
shuffling berechnet.
nA vs. hA
Sensitivität 0.79
Spezifität 0.88
Diagnostische Zuverlässigkeit 83%
Signifikanz p 0.009
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5.4 Diskussion
Für alle drei untersuchten Krankheiten konnte die serologische Diagnose erfolgreich
durchgeführt werden.
Diagnose der H.polygyrus-Infektion im Mausmodell
Bereits ein einziges Peptid genügt, um die IgM-Repertoires von gesunden C57BL/6
und BALB/c Mäusen zu klassifizieren (Abschnitt 5.1). Vermutlich sind die natürlichen
Antikörperrepertoires von Mäusen zweier Stämme aufgrund ihrer genetischen Unterschiede
so verschieden, dass ein einziges Peptid genügt, um diese Unterschiede zu erfassen. Aber
auch die IgG- und IgM- Antikörperrepertoires gesunder und H.polygyrus-infizierter
BALB/c Mäuse sind fehlerfrei klassifizierbar und die Infektion mit sehr hoher Sicherheit
diagnostizierbar, was auf die Änderung der Antikörperrepertoires aufgrund der Infektion
zurückzuführen ist.
Dass eine H.polygyrus-Infektion sich auf den IgG1-Antikörpertiter auswirkt, wurde
bereits gezeigt [8, 14]. Außerdem wurden IgA- und IgE- Antworten auf eine H.polygyrus-
Infektion beschrieben [13, 14]. Eine Änderung des IgM-Antikörperrepertoires als Folge
der Infektion mit H.polygyrus wurde erstmals durch die Untersuchung von Serumproben
infizierter Mäuse mit Zufallspeptid-Mikroarrays beobachtet [22].
Unsicherheiten rühren daher, dass IgG und IgM bei der Diagnose einer H.polygyrus-
Infektion in Mäusen simultan detektiert wurden. N. Bruni hat in ihrer Arbeit [22]
H.polygyrus-infizierte BALB/c Mäuse zu einem frühen (10 und 14 dpi) und späten (18 dpi)
Zeitpunkt nach der Infektion diagnostiziert. Dass die dort identifizierten klassifizierenden
Peptide zum Teil für das IgM- und das IgG- Antikörperrepertoire identisch waren,
deutet darauf hin, dass eine Sekundärantikörper-Kreuzreaktivität dafür ursächlich ist.
Zwar wurden im hier untersuchten System für das IgG- und IgM- Antikörperrepertoire
verschiedene Peptide als Klassifikatoren identifiziert, jedoch wurde eine Kreuzreaktivität
der Sekundärantikörper nicht ausgeschlossen.
Diagnose von SLE im Mausmodell
Auch für den zweiten Testdatensatz gelang durch Merkmalsselektion die fehlerfreie Klassi-
fizierung von gesunden und autoimmunen Mäusen (Abschnitt 5.2). Dass die Signifikanzen
der Ergebnisse nicht sehr hoch sind, hängt mit der kleinen Serumprobenanzahl zusammen.
Nur neun Serumproben von gesunden C57BL/6-Mäusen sind nicht genug, um signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen zu identifizieren, da die Varianz der
Signalintensitäten zwischen Individuen innerhalb der Gruppen zu groß ist.
Die begrenzte Verfügbarkeit biologischer Proben ist häufig der limitierende Faktor
derartiger Studien. Die Probenzahl wirkt sich auf die Effizienz von Klassifikationsmetho-
den und Merkmalsselektion aus [160]. Je größer die Probenanzahl, desto zuverlässigere
Ergebnisse werden erzielt.
Im Gegensatz zur Merkmalsselektion, die nur einmal für den gesamten Datensatz
durchgeführt wird, spielt bei der leave-one-out Kreuzvalidierung, die zur Diagnose ver-
wendet wird, die Gruppengröße eine kleinere Rolle. Wie beschrieben (Abschnitt 3.16.6)
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wird leave-one-out Kreuzvalidierung für alle Datenpunkte durchgeführt, und kann daher
durch die häufigen Wiederholungen diese Diskrepanzen ausgleichen, wodurch sich die
Signifikanz der diagnostischen Zuverlässigkeit vergrößert.
In Abschnitt 5.2.3 wird der Frage nachgegangen, ob die Auftrennung von gesunden und
autoimmunen Mäusen auf die genetischen oder immunologischen Unterschiede der Maus-
gruppen zurückzuführen ist. Aus den Analysen wird geschlussfolgert, dass die Auftrennung
der gesunden und kranken Gruppen aus den Unterschieden der Antikörperbindungsprofile,
die die Autoimmunkrankheit hervorruft, resultieren und die genetischen Unterschiede
der Mäuse keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Allerdings konnte die Analyse nur
mittels Hauptkomponentenanalyse durchgeführt werden. Die Schlussfolgerung müsste
dahingehend abgesichert werden, dass die Auftrennung von gesunden FcγRIIB-/-.B6 und
C57BL/6 Mäusen auch mit keiner anderen Methode, wie z.B. Merkmalsselektion möglich
ist. Allerdings konnte Merkmalsselektion an diesem Beispieldatensatz nicht durchgeführt
werden, da die Gruppengrößen mit jeweils fünf Individuen zu klein sind [160].
Diagnose von humanen Astrozytomen
Im humanen System erfolgte die Diagnose von Astrozytomen für die zwei Patientengrup-
pen (nA, hA) mit einer Zuverlässigkeit von 83% (Abschnitt 5.3). Verglichen mit denen
anhand von Mausmodellen erhaltenen diagnostischen Zuverlässigkeiten (Abschnitte 5.1
und 5.2), erscheint dieser Wert gering, jedoch erfolgt die Analyse humaner Antikörperreper-
toires unter ganz anderen Voraussetzungen. Bei Mäusen, die für solche Studien verwendet
werden, handelt es sich um Inzuchtstämme, die genetisch ähnlich sind. Außerdem werden
sie unter keimfreien Bedingungen gehalten. Infolgedessen wird angenommen, dass deren
Antikörperrepertoires nicht derart verschieden sind, wie die individuell verschiedener
Menschen. Dass die humanen Antikörperrepertoireunterschiede zwischen verschiedenen
Gruppen nicht größer sein können als die zwischen einzelnen Individuen, wurde bereits
dadurch gezeigt, dass die Gruppen durch Hauptkomponentenanalyse nicht klassifizierbar
sind (Abschnitt 5.3.3). Umso bemerkenswerter ist, dass in diesem heterogenen Datensatz
überhaupt Klassifikatoren gefunden werden, was erstmals im humanen System gezeigt
werden konnte.
Dass die Klassifizierung von nA- und hA- Individuen nicht mit höherer Zuverlässigkeit
zu bewerkstelligen ist, könnte mit der mit nur 8 Individuen kleinen Gruppengröße der
nA-Patienten zusammenhängen. Da die Varianz der Signalintensitäten zwischen den
einzelnen Individuen innerhalb einer Gruppe schon sehr groß ist (Abb. 5.8-B), benötigt
man eine möglichst große Anzahl an Patientenseren, um die Unterschiede zwischen den
Gruppen signifikant detektieren zu können [47, 160].
Zuverlässigkeit der Merkmalsselektion als Diagnostikmethode
Dessen ungeachtet bleibt die Frage nach der Zuverlässigkeit dieser Diagnosemethode offen.
Eine verlässliche Diagnosemethode sollte ausschließlich auf anderen verlässlichen Metho-
den aufbauen. Ein Maß für die Zuverlässigkeit einer Methode ist ihre Reproduzierbarkeit.
In dieser Arbeit wurde ausschließlich die Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten ein-
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zelner Wiederholungsmessungen bestimmt. Dass diese sehr gut ist, beweist allerdings
noch nicht, dass die Diagnose einer Krankheit für eine Serumprobe reproduzierbar ist.
Dazu müssten alle Seren einer Studie in einem identischen Wiederholungsexperiment
inkubiert und analysiert werden, was dadurch erschwert wird, dass die Lieferbarkeit von
Glasträgern mit identischen Merkmalen noch immer mit Schwierigkeiten verbunden ist,
vor allem was die Unterschiede zwischen einzelnen Produktionschargen betrifft.
Zur endgültigen Validierung bedarf es weiterer, vor allem unabhängiger Untersuchungen.
Generell sollte eine Diagnosemethode mit einem Trainingsdatensatz entwickelt und dann
mit einem unabhängigen Validierungsdatensatz überprüft werden. Ein kritischer Punkt
ist, dass leave-one-out Kreuzvalidierung keine echte Validierungsmethode darstellt, da sie
nicht unabhängig vom Trainingsdatensatz ist. Eine Validierung mit einem unabhängigen
Datensatz, umfasst die Inkubation neuer Serumproben und die anschließende Vorhersage
des Krankheitszustandes anhand des entwickelten Modells. Auch hier stellt die mangelnde
Vergleichbarkeit von Signalintensitätsmessungen auf verschiedenen Produktionschargen
die größte Schwierigkeit dar. Die Größe einer Mikroarrayproduktionscharge ist durch
die Kapazität des Druckroboters begrenzt, daher können auch nicht beliebig viele Seren
in einer Studie untersucht werden, da diese unbedingt auf einer Produktionscharge
durchgeführt werden sollte.
Eine weitere Möglichkeit, um die Verlässlichkeit der Ergebnisse zu überprüfen, wäre
die Ergebnisse mit einer anderen Analysemethode zu kontrollieren. So könnten beispiels-
weise ELISA- oder SPR-Messungen unter Verwendung der durch P-SVM selektierten
Peptide durchgeführt werden. SPR wurde schon erfolgreich zur serologischen Diagnose
von Zecken-Borreliose angewendet [106]. Jedoch ist die Anwendung zur serologischen
Diagnose nicht trivial. Das Hauptproblem ist die unspezifische Bindung von Blutserum-
komponenten an die Sensoroberfläche. Dies wirkt sich entscheidend auf die Sensitivität
der Messmethode aus. Die Anwendung für das hier verwendete System würden sich
demnach als schwierig gestalten, da eine hohe Sensitivität eine Voraussetzung für die
Messung mit Zufallspeptiden ist.
Der Vergleich der Methode mit dem Goldstandard scheitert, da die Mikroarray-
Technologie noch nicht standardisiert für klinische Tests verwendet wird. Zwar gibt
es etliche Studien, in denen Protein- und Peptid-Mikroarrays zur Identifizierung von
Biomarkern und zur Diagnose verwendet werden [11, 28, 41, 67, 79, 102, 125, 133, 165],
doch stellen sich von den unzähligen gefundenen Biomarkern letztlich nur wenige als
klinisch relevant oder gar reproduzierbar heraus [127].
Des Weiteren stellt sich die Frage nach der Relevanz der gefundenen Biomarker. Da die
selektierten Peptide in keinem der untersuchten Fälle auf bekannte Proteine zurückgeführt
werden konnten, muss davon ausgegangen werden, dass diese biologisch nicht relevant
sind. Jedoch können diese Ergebnisse auch so interpretiert werden, dass sogenannte
Biomarker, die in den letzten Jahren sehr zahlreich durch Hochdurchsatzmethoden für
viele verschiedene Krankheiten identifiziert wurden, gar nicht biologisch relevant sein
müssen. In einem in-vitro Experiment können sie zwar als diagnostische Marker fungieren,
jedoch bedeutet dies nicht, dass sie eine funktionelle Bedeutung im lebenden Organismus
haben. Andererseits ist, selbst bei der enormen Größe des Proteoms, eine Sequenzidentität
von Teilen natürlicher Proteine mit zufällig generierten Peptiden äußerst unwahrscheinlich,
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zumal das Proteom noch lange nicht vollständig identifiziert ist. Daher kann über die
Relevanz der selektierten Biomarker keine Aussage getroffen werden. Vielleicht wäre die
Suche nach Proteinteilen, die die Ähnlichkeiten von Aminosäuren berücksichtigt hier
sinnvoll und erfolgversprechender [162].
Die Verwendung unvoreingenommener Zufallspeptidbibliotheken bietet dennoch viele
Vorteile. Serumantikörperbindungsmessungen können unabhängig von Vorwissen über
Antigene durchgeführt werden. Außerdem decken zufällig generierte Peptide einen großen
Sequenzraum ab und besitzen daher eine viel größere Diversität und somit viel breitere
Anwendbarkeit als eine Antigenbibliothek.
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6 Zusammenfassung und Ausblick
Das Hauptziel dieser Arbeit war die Optimierung der Peptid-Mikroarray-Technologie
für qualitative und quantitative Antikörper-Bindungsstudien. Da Peptid- und Protein-
Mikroarrays aufgrund ihrer Komplexität bisher noch nicht als standardisierte Methode
gelten, war es von enormer Wichtigkeit, die Eigenschaften, die diese Technologie cha-
rakterisieren, zu ergründen und ein experimentelles Protokoll zu entwickeln, das die
verlässliche Messung von Antikörper-Peptid-Interaktionen ermöglicht, mit dem Ziel der
Entwicklung einer nicht-invasiven serologischen Diagnosemethode.
Verlässlichkeit von Mikroarray-Bindungsstudien
Die Peptid-Mikroarray Technologie wurde erstmalig hinsichtlich der Präzision und Zu-
verlässigkeit von Antikörper-Peptid-Bindungsmessungen statistisch analysiert. Die tech-
nologische Genauigkeit von Antikörper-Peptid-Bindungsmessungen wurde anhand der
Variabilität der Bindungssignalintensitäten, die innerhalb von Mikroarrays gemessen wur-
den, für vier verschiedene Glasträgertypen bestimmt. Ein über alle Datensätze mittlerer
Variationskoeffizient von 0.28 wurde berechnet, welcher einen repräsentativen Wert für die
Antikörper-Peptid-Bindungsmessung auf Mikroarrays widerspiegelt. Der relative Fehler
der Signalintensitätsmessung war besonders für kleine Signalintensitäten zum Teil sehr
hoch. Doch da diese Signalintensitäten sich kaum vom Hintergrundrauschen unterscheiden
und daher für die Datenanalyse unberücksichtigt bleiben, hat diese große Variation auch
keinen Einfluss auf die Ergebnisse qualitativer und quantitativer Bindungsstudien. Die
Qualität der Signalintensitätsmessung ist für die verschiedenen Glasträger vergleichbar
gut.
Des Weiteren wurde die Reproduzierbarkeit der Bindungssignalintensitäten, die auf
verschiedenen Mikroarrays gemessen wurden, für vier verschiedene Glasträgertypen
untersucht. Die absoluten Signalintensitäten, die aus unabhängigen Antikörper-Peptid-
Bindungsmessungen auf verschiedenen Mikroarrays resultieren, korrelieren sehr gut
(r2 = 0.94). Einschränkungen ergeben sich bei Messungen, die auf verschiedenen Mi-
kroarraychargen durchgeführt wurden. Hier zeigt sich ein Abstand der Signalintensitäten
zwischen verschiedenen Mikroarrays, der einer direkten Vergleichbarkeit von Signalinten-
sitäten entgegensteht.
Weiterhin wurden die bei verschiedenen Antikörperkonzentrationen gemessenen Si-
gnalintensitäten mit den bekannten Bindungsdissoziationskonstanten der CB4-1-Peptid-
Komplexe verglichen und die Korrelation anhand eines phänomenologischen Modells, das
sich aus dem Massenwirkungsgesetz ableitet, bestimmt. Das Modell gibt die experimen-
tellen Daten gut wieder. Für die höchste eingesetzte Antikörperkonzentration wurde ein
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Korrelationskoeffizient von r2 = 0.75 bestimmt, während bei der niedrigsten Antikör-
perkonzentrationen die Korrelation erheblich wächst (r2 = 0.91). Allgemein konnte eine
größere Korrelation der gemessenen Signalintensitäten mit den Bindungsdissoziations-
konstanten der CB4-1-Peptid-Komplexe bei Verwendung von kleineren Antikörperkon-
zentrationen festgestellt werden. Bei sehr großen Antikörperkonzentrationen wird das
Bindungssignal vermutlich durch unspezifische Bindung beeinträchtigt. Folglich sollte für
typische Antigen-Antikörper-Bindungsstudien die Antikörperkonzentration im Bereich
von ca. 1-100 nM rangieren.
Die Güte des Datenfittings wurde durch Bestimmung des Parameters [A]i und dessen
Vergleich zur tatsächlich eingesetzten Antikörperkonzentration analysiert. Die eingesetzte
Antikörperkonzentration konnte nur für mittlere Antikörperkonzentrationen genau wieder-
gegeben werden. Für sehr kleine und sehr große Antikörperkonzentrationen weichen die
Werte für [A]i deutlich ab, was für kleine Antikörperkonzentrationen eine Überschätzung
und für große Antikörperkonzentrationen eine Unterschätzung von KD zur Folge hat.
Ferner wurde aus den Signalintensitäten der mit Mikroarrays durchgeführten CB4-1-
Peptid-Bindungsmessungen die Bindungsdissoziationskonstanten KD der CB4-1-Peptid-
Komplexe bestimmt und mit denen durch SPR-Messungen bestimmten Werten für KD
verglichen. Trotz verschiedener Einschränkungen des Modells, die in Abschnitt 4.1.4
ausführlich diskutiert wurden, können die KD-Werte der CB4-1-Peptid-Komplexe durch
Signalintensitätsmessungen adäquat wiedergegeben werden (r2 = 0.70).
Schließlich wurde ein Modell angewendet und bewertet, das eine qualitative Bestimmung
der Bindungsaffinität, d.h. die Klassifizierung eines Peptids als Binder oder Nichtbinder,
ermöglicht. Dazu wurde eine Signalintensitätsgrenze, die die Klassen unterteilt, mit Hilfe
verschiedener Kriterien definiert und die Affinitätsgrenze pKGD für verschiedene Antikör-
perkonzentrationen bestimmt. Mithilfe des p-Wert-Kriteriums konnte die Affinitätsklasse
überwiegend mit einer Vorhersagegenauigkeit von über 90% vorhergesagt werden. Die
Vorhersagegenauigkeit ist größer für kleine Antikörperkonzentrationen. Beachtlich ist,
dass innerhalb eines Konzentrationsbereiches von 66.7 nM und 667 pM die bestimmte
Affinitätsgrenze pKGD unabhängig von der Antikörperkonzentration ist. Unter Verwendung
des SNR-Kriteriums wurde die Affinitätsklasse mit einer mittleren Vorhersagegenauigkeit
von 89% vorhergesagt und stellt damit eine vergleichbare Methode dar.
Experimentelle Optimierung und Dateneigenschaften von Serumantikörper-
Bindungsstudien
Serumantikörper-Bindungsstudien mit Zufallspeptid-Mikroarrays unterliegen einer großen
Variabilität. Ein Hauptziel dieser Arbeit war die Minimierung und Charakterisierung
dieser Variabilität und die Etablierung eines verlässlichen Protokolls zur Analyse von
Serumantikörper-Bindungsmessungen auf Mikroarrays. Sämtliche experimentelle Einfluss-
faktoren wurden hinsichtlich ihres Beitrages zur gemessenen Signalintensität analysiert.
Die Verwendung von Antigenbibliotheken für Antikörperbindungsmessungen bringt
ein deutlich größeres Signal-Rausch-Verhältnis (bis zu 30-fach größer) hervor als die
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Verwendung einer Zufallsbibliothek und ermöglicht daher sehr sensitive Bindungsmes-
sungen. Antikörperbindungsmessungen auf Zufallspeptidbibliotheken sind einer größeren
technologischen Variabilität unterworfen. Es wurde gezeigt, dass verschiedene Zufalls-
peptidbibliotheken, abhängig vom Peptidsynthese- und Peptiddruckprozess Unterschiede
in der Signalintensität hervorrufen können. Die technologische Variabilität konnte u.a.
durch den Austausch von Cystein durch Hydroxyaminosäuren (S, T, Y), aber auch durch
die Beschränkung auf nur eine homogene Peptidbibliothek pro Mikroarraytyp, verringert
werden. Zufallspeptid-Mikroarrays sind daher ebenso zur Messung von Antikörper-Pep-
tid-Interaktionen geeignet.
Des Weiteren wurde das Signal-Rausch-Verhältnis, sowie der Anteil falschpositiver
Signale für Antikörper-Peptid-Bindungsmessungen mit und ohne vorheriger Blockierung
des Mikroarrays bestimmt. Die Blockierung freier Bindungsstellen mit BSA hat keinen
Einfluss auf das Signal-Rausch-Verhältnis.
Für die Untersuchung humaner Serumantikörperrepertoires mit Zufallspeptid-Mikroar-
rays wurde eine Serumverdünnung von 1:10 für IgM- und 1:100 für IgG-Bindungsstudien
anhand des Signal-Rausch-Verhältnisses als optimal ermittelt.
Darüber hinaus wurde das gemessene Fluoreszenzsignal hinsichtlich seiner Zusammen-
setzung untersucht. Der Beitrag der intrinsischen Aminosäureseitenkettenfluoreszenz zur
Gesamtsignalintensität ist vernachlässigbar, jedoch macht die unspezifische Bindung des
Sekundärantikörpers an die Peptide des Mikroarrays ca. 18% der Bindungssignale aus.
Daher wurde ein Verfahren entwickelt, um diese falschpositiv erkannten Peptide von
denen zu unterscheiden, die von Antikörpern einer biologischen Probe gebunden wurden.
Dieses beinhaltet die Inkubation einer Blank-Probe, die Identifikation der falschpositiv
gebundenen Peptide anhand eines Verfahrens, das den lokalen Hintergrund jedes einzelnen
Peptid-Spots einbezieht, sowie den Ausschluss dieser Peptide von der Datenanalyse.
Weiterhin wurde die Kreuzreaktivität von Sekundärantikörpern in Mischung untersucht.
Anti-Maus-IgG2b und anti-Maus-IgG2c, die für die Analyse der Autoantikörperrepertoires
von FcγRIIB-/-.B6-Mäusen Verwendung fanden, zeigen kein Kreuzreaktivität. Jedoch
konnte für die gleichzeitige Detektion von humanem Serum- IgG und IgM zur Analyse der
Antikörperrepertoires von Astrozytompatienten eine Kreuzreaktivität der entsprechenden
Sekundärantikörper anti-Human-IgG und anti-Human-IgM nicht ausgeschlossen werden.
Folglich wurde auf die gleichzeitige Detektion von IgG und IgM verzichtet.
Die Fluoreszenzdetektion mit einem Mikroarrayscanner wurde dahingehend optimiert,
als dass durch die Einstellungen der Laserstärke (5%) und der Signalverstärkung am
Detektor (PMT 400) eine maximale Signalstärke gemessen werden kann, ohne dass es
zu Signalsättigung kommt. Damit die Prozedur der Signalintensitätsbestimmung mit
der Mikroarray-Analysesoftware GenepixPro unabhängig vom Experimentator repro-
duzierbare Ergebnisse liefert, wurden die Grundeinstellungen des Koordinatengitters,
sowie dessen optimale Anpassung an die einzelnen Spots so variiert, dass reproduzierbare
und präzise Werte für die Signalintensität und die Hintergrundsignalintensität erhalten
werden konnten.
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Des Weiteren wurden die Eigenschaften der gemessenen Signalintensitäten untersucht.
Die statistische Verteilung der Signalintensitäten entspricht einer Lognormalverteilung.
Durch die beschriebene Optimierung der experimentellen Einflussfaktoren konnte die
technologische Varianz der Daten minimiert werden. Etwa 20% der Peptide auf einem
Mikroarray werden von Serumantikörpern gebunden (SNR>3). Die Hintergrundsignal-
intensität ist unabhängig von der gemessenen Spotsignalintensität. Die Reproduzier-
barkeit der Signalintensitäten, die auf verschiedenen Mikroarrays derselben Charge
am selbem Tag gemessen wurde, ist sehr gut (r2 = 0.87 − 0.93). Genauso sind Signal-
intensitätsmessungen von verschiedenen Tagen gut reproduzierbar (r2 = 0.85). Dagegen ist
die Korrelation der Signalintensitäten die auf verschiedenen Mikroarraychargen gemessen
wurden, unzureichend (r2 = 0.48). Folglich sollte bei der Messung von Serumantikörper-
Zufallspeptid-Bindungsprofilen auf die Verwendung von Mikroarrays aus verschiedenen
Produktionschargen verzichtet werden, um verlässliche Ergebnisse zu erzielen.
Bestimmung von Antikörper-Polyreaktivität
Auf Zufallspeptid-Mikroarrays wurden Antikörperbindungsstudien mit dreizehn, hin-
sichtlich ihrer Reaktivität von Tiller et al. charakterisierten, monoklonalen Antikörpern
durchgeführt und anhand der Bindungssignale die Reaktivität dieser Antikörper be-
stimmt. Die Verwendung des p-Wert-Kriteriums erlaubte die Unterteilung der Peptide in
die Affinitätsklassen Binder und Nichtbinder. Als Maß für Antikörper-Polyreaktivität
wurde die Bandbreite der Peptiderkennung aus dem Anteil der Binder bestimmt. Die
Reaktivität der Kontrollantikörper konnte so erstmals erfolgreich anhand einer Mikroarray-
Bindungsanalyse bestätigt werden.
Des Weiteren wurden die Unterschiede von monoklonalen Antikörpern und Antikör-
permischungen in der Peptiderkennung anhand der zuvor zugrunde gelegten Relation
zwischen Mikroarray-Bindungssignalen und Antikörper-Polyreaktivität untersucht. Es
wurde gezeigt, dass eine Antikörpermischung, hier repräsentiert durch eine Serumprobe,
eine weitaus größere Bandbreite von potentiellen Antigenen erkennt, als ein monoklonaler
Antikörper. Jedoch nimmt die Polyreaktivität der Serumprobe deutlich ab, d.h. die Spe-
zifität der Erkennung nimmt zu, wenn dieser Serumprobe ein monoklonaler Antikörper
zugesetzt wird.
Serologische Diagnostik
Es konnte gezeigt werden, dass Individuen, die über verschiedenen Antikörperreper-
toires aufgrund verschiedener Immunzustände verfügen, durch ihr Serumantikörper-
Bindungsprofil auf Peptid-Mikroarrays unterschieden werden können. Der statistische
Analyseweg [22] wurde für zwei Testdatensätze validiert.
Dabei wurden zum einen die Antikörperrepertoires von C57BL/6, BALB/c und H.po-
lygyrus-infizierten BALB/c Mäusen untersucht und durch Merkmalsselektion klassifiziert.
Die verschiedenen Gruppen ließen sich mit einer diagnostischen Zuverlässigkeit von
97%− 100% korrekt und signifikant vorhersagen.
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BLAST-Analysen der Sequenzen der Peptide, die zur Klassifizierung von gesunden und
H.polygyrus-infizierten BALB/c Mäusen ermittelt wurden, zeigten, dass diese Peptide
nicht auf bekannte Proteine zurückgeführt werden können und daher nicht biologisch
relevant sein müssen, um als Biomarker einer Krankheit zu fungieren.
Neben der Diagnose einer Infektionskrankheit, wurde das etablierte Analyseverfahren
zur Diagnose einer Autoimmunkrankheit (Systemischem Lupus Erythematodes (SLE))
im Mausmodell angewendet. FcγRIIB-/-.B6-Mäuse, die durch eine vermehrte Bildung
von anti-DNA und anti-nukleären IgG2b und IgG2c-Autoantikörpern charakterisiert
sind, dienten als Mausmodell für SLE. Die Antikörperrepertoires von gesunden und
FcγRIIB-/-.B6-Mäusen konnten bereits durch Hauptkomponentenanalyse gut separiert
werden.
Peptide, die als diagnostische Marker von SLE dienen könnten, wurden durch Merk-
malsselektion identifiziert. Mit jeweils drei Peptiden gelang die Unterscheidung der IgG2b-
und IgG2c-Autoantikörperrepertoires mit hoher diagnostischer Zuverlässigkeit (94%).
Die nahe liegende Vermutung, dass sich die Antikörperrepertoires von gesunden und
autoimmunen Mäusen nur aufgrund der genetischen Unterschiede zwischen C57BL/6 und
FcγRIIB-/-.B6-Mäusen, auftrennen lassen, wurde durch ein Experiment widerlegt, in dem
die IgG2b- und IgG2c-Antikörperbindungsprofile von FcγRIIB-/-.B6-Mäusen analysiert
wurden, die noch keine Symptome der Autoimmunkrankheit aufzeigten. Durch Haupt-
komponentenanalyse wurde gezeigt, dass sich die Antikörperbindungsprofile aufgrund der
Autoimmunkrankheit und nicht wegen der genetischen Unterschiede separieren lassen.
Im letzten Abschnitt der Arbeit wurden die Antikörperbindungsprofile von 32 Astro-
zytom-Patienten gegenüber Zufallspeptidbibliotheken untersucht. Ein Hauptziel dieser
Arbeit, die serologische Diagnose humaner primärer Hirntumore (Astrozytome), wurde
erstmals mittels Zufallspeptid-Mikroarrays erreicht. Die hohe technologische Varianz der
Mikroarraytechnologie konnte soweit reduziert werden, dass sogar die äußerst geringen
Unterschiede der IgM-Antikörperrepertoires von Astrozytom-Patienten mit verschiede-
nen Tumorgraden diagnostizierbar wurden, was im klinische Alltag sonst nur durch
hochinvasive Verfahren, wie einer Gehirnbiopsie gelingt.
Durch Merkmalsselektion und leave-one-out-Kreuzvalidierung konnten nA- oder hA-
Patienten mit einer diagnostischen Zuverlässigkeit von 83% unterschieden werden.
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Erreichte Ziele:
• Validierung der Mikroarray Technologie als Methode zur Untersuchung von Antigen-
Antikörper- und Zufallspeptid-Antikörper- Interaktionen.
• Nachweis sehr guter Reproduzierbarkeit der Signalintensitäten auch zwischen ver-
schiedenen Tagen.
• Identifizierung beträchtlicher Mängel der Reproduzierbarkeit zwischen Mikroar-
raychargen.
• Bestimmung des idealen Antikörperkonzentrationsbereiches für Antigen-Antikörper-
Bindungsstudien in dem die Signalintensität die Bindungstärke des Antigen-
Antikörper-Komplexes sehr gut wiedergibt.
• Bewertung der Mikroarray-Technologie als Methode zur Bestimmung der Bindungs-
dissoziationskonstante von Antigen-Antikörper-Komplexen und Identifizierung limi-
tierender Faktoren.
• Entwicklung einer qualitativen Methode, die es erlaubt, Binder und Nichtbinder
mit großer Genauigkeit vorherzusagen.
• Optimierung des Detektionsverfahrens und Quantifizierung des Beitrags des Sekun-
därantikörpers zum Gesamtbindungssignal.
• Erarbeitung eines experimentellen Protokolls, das für die Messung von
Serumantikörper-Zufallspeptid-Interaktionen optimiert wurde.
• Etablierung eines Verfahrens zur Identifizierung falschpositiv gebundener Peptide.
• Charakterisierung der Eigenschaften der gemessenen Signalintensitäten von
Serumantikörper-Zufallspeptid-Interaktionen als Voraussetzung für die Extraktion
qualitativ hochwertiger Daten.
• Nachweis der Anwendbarkeit von Zufallspeptid-Mikroarrays zur Bestimmung von
Polyreaktivität monoklonaler Antikörper.
• Validierung der Merkmalsselektion als Diagnostikmethode anhand zweier Testda-
tensätze (Infektionskrankheit und Autoimmunkrankheit).
• Bestimmung von Einflussfaktoren auf die Verlässlichkeit der Diagnose (Datensatz-
größe, genetische Unterschiede zwischen Individuen).
• Entwicklung einer minimal-invasiven serologischen Diagnostik von primären huma-
nen Astrozytomen.
• Identifizierung von Biomarkern, die die untersuchten Krankheiten charakterisieren
und Bewertung ihrer biologischen Relevanz.
106
KAPITEL 6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK
Ausblick
Die Peptid-Mikroarray Technologie befindet sich derzeit noch in der Entwicklung. Dies
wird vor allem dadurch deutlich, dass es kein einheitliches experimentelles Protokoll oder
Auswertungsverfahren gibt. Um sinnvolle Ergebnisse aus derart komplexen Mikroarrayda-
ten zu gewinnen, sind technisch ausgereifte experimentelle und bioinformatische Methoden
erforderlich. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse leisten einen großen Beitrag hin zu
diesem Ziel. Es wurden Probleme identifiziert, deren Lösung Inhalt zukünftiger Arbeiten
sein sollte. Dazu gehört das Chargenproblem, das einen sehr großen limitierenden Faktor
darstellt, vor allem für große Datensätze, wie sie z.B. in klinischen Studien untersucht
werden. Hierzu könnten vor allem verschiedene Ansätze zur Normierung untersucht
werden, wie dies schon für Genexpressions-Mikroarrays durchgeführt wurde [94].
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit das Detektionssystem eingehend untersucht und
bewertet. Als Folge aus den durchgeführten Untersuchungen stellt sich die Frage nach Al-
ternativen, da das hier verwendete Detektionssystem derart große Variabilität verursacht.
Peptid-Mikroarrays fassen in der Regel 1000-10000 Peptidspots [138] mit wachsender
Tendenz [88, 131]. Die Erkennung gebundener Antikörper mit Sekundärantikörpern ist
auf derartigen Hochdichte-Mikroarrays allein durch sterische Hinderung erschwert. Dieses
Problem könnte dadurch behoben werden, dass anstelle eines Antikörpers ein kleines
Detektormolekül verwendet würde, wie es bereits für die Detektion phosphorylierter
Peptide entwickelt wurde [143]. Allerdings gibt es solche Detektionssysteme für Antikörper
noch nicht, vermutlich weil noch keine kleinen Moleküle gefunden wurden, die spezifisch
einzelne Antikörperisotypen binden. Auch dies muss Inhalt zukünftiger Arbeiten sein.
Eine Methode, die völlig ohne sekundäre Detektion auskommt, ist die Oberflächenplas-
monenresonanz (SPR). Bei der SPR-Messung handelt es sich um eine breit anwendbare
Methode [32, 117], die auch für Antikörper-Peptid-Bindungsstudien verwendet werden
kann [51, 106]. Die Bindung des Analyten an eine auf einem Goldchip immobilisierten
Probe wird direkt durch die Massenänderung an der Chipoberfläche detektiert. Durch die
notwendige Verwendung von Gold-beschichteten Chips, sind SPR-Messungen im Vergleich
zu Mikroarraymessungen deutlich teurer. Außerdem erreicht SPR, mit wenigen Hundert
Proben, die gleichzeitig untersucht werden können [130], noch nicht die Kapazität anderer
Hochdurchsatzmethoden. Jedoch sollten weiter Anstrengungen unternommen werden, um
diese markierungsfreie Methode zu etablieren, denn sie bietet außerdem die Möglichkeit,
die Kinetik eines Bindungsereignisses zu untersuchen.
Die Quintessenz dieser Arbeit ist, dass Peptide mit zufälliger Aminosäurezusammen-
setzung geeignet sind, um die Reaktivität von Antikörpern zu analysieren und um
als diagnostische Marker für Krankheiten zu fungieren. Daraus ergeben sich eine Viel-
zahl neuer Anwendungsmöglichkeiten. Antikörper sind wichtige Werkzeuge sowohl in
der naturwissenschaftlichen als auch in der klinischen Forschung. Antikörper-Spezifität
gilt als Voraussetzung für die erfolgreiche Entwicklung therapeutischer Antikörper. Die
Mikroarray-Technologie könnte in Zukunft für die Untersuchung von Kreuzreaktivität
therapeutischer Antikörper eingesetzt werden. Ebenfalls vorstellbar wäre ihr Einsatz
in der Wirkstoffentwicklung, wenn statt Peptiden kleine chemische Moleküle auf dem
Mikroarray immobilisiert sind und durch die Inkubation mit einem Targetprotein neue
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Rezeptor-Ligand-Interaktionen identifiziert werden [156]. Anstelle von Peptiden sind
Zucker potenzielle Probenmoleküle für Mikroarrays [158]. Glycoproteine erfüllen im Orga-
nismus zahlreiche Funktionen, u. a. spielen sie bei allen Erkennungsreaktionen durch das
Immunsystem eine wichtige Rolle. Daher ist denkbar, dass sie auch als Krankheitsmarker
dienen können.
Die Verwendung von Zufallspeptid-Mikroarrays zur Identifizierung von Biomarkern
könnte besonders für den Bereich der Krebsforschung, aber auch für eine Vielzahl
anderer Krankheiten wie Autoimmunkrankheiten, die nicht durch spezifische Antigene
charakterisiert werden können, interessant sein. Sie bieten die Möglichkeit, auch ohne
molekularbiologisches Vorwissen über eine Krankheit, diese anhand spezifischer Biomarker
zu charakterisieren. Die Entwicklung eines einfachen, preiswerten und verlässlichen
diagnostischen Tests, der im klinischen Alltag Verwendung findet, ist das endgültige
Ziel einer solchen Studie, wie sie hier vorgestellt wurde. Zwar konnte mit dieser Arbeit
ein großer Beitrag hin zu diesem Ziel geleistet werden, jedoch bedarf es noch weiterer
Kontrollexperimente wie sie für die Entwicklung eines verlässlichen diagnostischen Tests
unerlässlich sind. Dazu zählen u.a. die Reproduktion der hier erzielten Ergebnisse,
die Validierung mit unabhängigen Datensätzen und die Validierung mit einer anderen
Messmethode. Natürlich können im Rahmen einer Dissertation nicht alle Validierungen,
wie sie die Leitlinien für diagnostische Tests vorschreiben [61, 127, 134], durchgeführt
werden und müssen daher Inhalt zukünftiger Arbeiten sein.
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Tabelle 1: Die Konzentration der Plasmid-DNA der schweren und leichten Kette, die zur Expression
von PN46rev transfiziert wurden, wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt.
Die Antikörperkonzentration im Überstand des Zellmediums sowie die Konzentration des aufgereinigten
Antikörpers wurden mittels ELISA bestimmt. Die Konzentration des aufgereinigten Antikörpers wurde
aus dem Mittelwert von vier Wiederholungsmessungen (CV = 8.1%) bestimmt.
[Plasmid-DNA] (µg/ml) [Ak] (µg/ml) [Ak](mg/ml)
schwere Kette leichte Kette (Überstand) (aufgereinigt)
PN46rev 485.13 441.56 35.48 4.40
Abbildung 1: SDS-PAGE Gelbilder der aufgereinigten rekombinant hergestellten humanen mono-
klonalen Antikörper unter nicht-reduzierenden (links) und reduzierenden (rechts) Bedingungen. M:
Molekulargewichtsmarker, K: Kontrollantikörper (human IgGκ), 1: PN7rev, 2: PN46rev, 3: PN56rev, 4:
PN60rev, 5: PN67rev, 6: PN7, 7: PN46, 8: PN56, 9: PN60, 10: PN67.
Tabelle 2: Sekundärantikörper wurden mit dem monoclonal antibody labelling kit von Invitrogen mit den
Fluoreszenzfarbstoffen A647 und A546 (Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 546) markiert. Die Bestimmung
der Antikörperkonzentration sowie des Markierungsgrades erfolgte photometrisch bei 280 nm und 558 nm
(Alexa Fluor 546) bzw. 650 nm (Alexa Fluor 647).
Sekundärantikörper Farbstoff c [µM] Markierungsgrad
(Bethyl Lab.) (Invitrogen) [mol(AF)/mol(Ak)]
anti-Maus-IgG2b A647 41 1.10
anti-Maus-IgG2c A546 34 2.47
anti-Human-IgG1 A647 38 1.26
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Tabelle 3: Die Probennummer, die Diagnose, der Kortisonstatus sowie die Serum-IgM-Konzentrationen
aller untersuchten Patienten. Die Serum-IgM-Konzentrationen, die durch ELISA bestimmt wurden, sind
Mittelwerte aus drei Wiederholungsmessungen (CV = 15.9%).
Serum Nr. Diagnose Kortison [IgM] (mg/ml)
106 A-I ja 0.74
40 A-II ja 1.76
75 A-II ja 0.96
82 A-II nein 0.84
95 A-II nein 0.47
144 A-II nein 1.15
149 A-II nein 0.62
178 A-II nein 1.08
4 A-III nein 0.84
28 A-III ja 1.18
164 A-III nein 0.72
2 A-IV ja 1.44
5 A-IV ja 0.28
13 A-IV nein 0.60
17 A-IV ja 0.74
31 A-IV ja 0.39
41 A-IV ja 0.43
45 A-IV ja 0.73
47 A-IV ja 0.34
51 A-IV ja 0.38
57 A-IV nein 1.07
74 A-IV ja 0.52
103 A-IV ja 0.22
108 A-IV ja 0.66
110 A-IV ja 0.36
121 A-IV nein 0.31
128 A-IV ja 0.38
145 A-IV ja 0.77
176 A-IV ja 0.54
186 A-IV nein 0.62
188 A-IV ja 0.42
193 A-IV ja 1.54
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Tabelle 4: Die Signalintensitäten der IgM-Bindungssignale von 49 Serumproben der Astrozytom-Studie
gegenüber Peptidbibliothek P 918213,15 wurden logarithmiert und durch Gauss Fitting auf Normalverteilung
hin überprüft. Die Probennummer, die Diagnose und der Regressionskoeffizient (r2) des Gauss Fittings
aller untersuchten Patientendaten sind gezeigt.
Serum Nr. Diagnose r2 (Gauss Fit)
106 A-I 0.97
40 A-II 0.98
75 A-II 0.97
82 A-II 0.97
95 A-II 0.94
144 A-II 0.97
149 A-II 0.95
178 A-II 0.92
4 A-III 0.95
28 A-III 0.96
164 A-III 0.94
2 A-IV 0.96
5 A-IV 0.87
13 A-IV 0.97
17 A-IV 0.93
31 A-IV 0.95
41 A-IV 0.94
45 A-IV 0.92
47 A-IV 0.92
51 A-IV 0.93
57 A-IV 0.95
74 A-IV 0.96
103 A-IV 0.93
108 A-IV 0.94
110 A-IV 0.94
186 A-IV 0.97
188 A-IV 0.93
193 A-IV 0.98
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Tabelle 5: Die Sequenzen der durch Merkmalsselektion identifizierten Peptide wurden gegen eine
Proteinsequenzdatenbank verglichen (BLAST). Die maximale Trefferzahl, die Sequenzidentität sowie die
Signifikanz der Treffer (E-Wert) wurden bestimmt. Bei den fett markierten Sequenzen handelt es sich um
EAE Antigen-Peptide, die durch die BLAST Analyse auch als solche identifiziert wurden.
diagnostische Peptidsequenz max. Sequenz- E-Wert
Fragestellung Treffer identität
H.polygyrus SGFPDKIEFPTQDC 24.0 71% 8.80
VSLASSSARGDTYF 24.0 100% 8.80
QKDTSRKNNKEQGL 28.2 57% 0.46
KEEKSEEEHEGFRD 28.2 71% 0.46
TRRYNIMSKIFNTW 27.4 64% 0.83
THEDFRYDDVFEGN 24.4 85% 6.50
FFDEIIHSCRSQNG 29.5 85% 0.19
VRQVQRSKKMHKKG 23.5 50% 12.00
QQAKIGKETTIELD 28.2 64% 0.46
ILDSIGRFFSGDRGAPKRGS 64.3 100% 6.00e-12
TRTTHYGSLPQKSQHGRTQD 66.8 100% 1.00e-12
SLE KDQDAEQAPEYRGRTELLKE 67.2 100% 8.00e-13
STDDYEDAASQGTE 23.5 85% 12.00
FKTRVQDGSPWKTA 22.7 50% 21.00
SITSFQDMRAPTSQ 24.4 78% 6.50
KTNYTNTAKNVKSI 22.3 57% 28.00
RSPQDMLTGFWLAH 24.0 57% 8.80
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Abbildung 2: Signalintensitätshistogramme der CB4-1-Bindungssignale auf vier Glasträgertypen (Gnx,
Eri, Grn, Crn). Bei den Signalintensitäten der 32 Peptidspots handelt es sich um die Mittelwerte aus
jeweils vier repetitiven Inkubationen.
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Abbildung 3: Signalintensitätshistogramme der CB4-1-Bindungssignale bei fünf verschiedenen Antikör-
perkonzentrationen (3.34 µM bis 667 pM).
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Abbildung 4: Plotmatrix der IgM-Bindungssignale von 14 repetitiven Inkubationen des humanen
Kontrollserums K13 gegenüber Peptidbibliothek P 918213,15.
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Abbildung 5: Signalintensitätshistogramme der IgG-Bindungssignale zehn humaner monoklonaler
Antikörper, dreier Kontrollantikörper (ED38, eiJB40, mGO53) und einer Blank-Inkubation gegenüber
Peptidbibliothek P 30014+.
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Abbildung 6: Signalintensitätshistogramme der IgG-Bindungssignale von vier repetitiven Inkubationen
eines humanen Serumgemisches, des monoklonalen Antikörpers PN46rev sowie eines Gemisches aus Serum
und PN46rev gegenüber Peptidbibliothek P 918213,15.
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Tabelle 6: Die Sequenzen der 273 Peptide, die vom monoklonalen Antikörper PN46rev gebunden wurden.
AYWANLTWGPLPI RSPIKFPYSGFNTMA DAMFPPNYSTMPYGL TITGFPPYAAEVPDY
VTKNDSTQVFYLW IADVWMSDWNKNWNS NMSLSFWSMVVVTEN QHISMKYLTKKAMWF
GPHHPPPISSWADTP LMMVYMLTEHGERTY FFYTQDDYATIDYYV VGDTDYHKKTENAMR
RWKKRQYMTDGPRHT QGIPPWYKLPEQLYS HAEFMHFTWVALDFH EWWQYLTMGWPYD
YWWPSFMFRTEMMYP NIEHIEKTYHWTVPA SAMVQHSSINFLQVE HVMEWFQWFQHQLKQ
GWWYWVNIHYFNEND IVSYIQNNKNISWEV EAHTFYVVHQENPRE TLGLIKFYNTDKWWH
PGYSGSWYTTDVGHW PKASILTWWEYGR NYVGWHSFSDTWW FWYRGYRSHWMKLQW
FWEGDIHTWMATFYN WFDPASNFPGGIMFP WYDYYATGGMETQNF YRVPNMLIVNLSTRA
PNMNDESPDFYTYAW EAQFAVWSWRGQEFV NKQAVEEADAHHFTW INWPGLITNWSPQPF
MGVWWKYYETWETYF YAPRAKGYGAYIEHT TGQARWNFKFETWFS VKAWPHTIPGNWV
MWGKTISLVAMPTWI WHPLYRTWEDRYA QDTQVQSFFFVITWW EPNIPVVIFETLMQK
KDQYWNFTGFPMLTA HIERPPWLHVYQANW WVFLHFLGYSTYSGD RHFEIMNAKELLLYI
HRFEPITYIMWDLSN STFWPIQFWFDNDFM WNYAVFESVHPHKLA WLDALYWVAPHQTQA
VWDNLERFWIENAVE IILEFWAYMYDHMDT KIFIMPVYWDPSYME QLSDEYWYAHAGMGL
WFSEQQATWVWHDEF TYFYATAHEMGFDVR NQPDWYVTRDHSFNA VMWYDSNYSNGGWTH
FWPQMAATATFWTDT VMTWLMHDSQRYHAR WLTHAATYGGFFVER HWNVKTAHGYRNLEA
ATAYIEAMSLQYNTT GMSPKVLYTHWFETD KHYWPAIKSPWWEKS EPEMYEGTAFKPLYP
VQTRRRLFDHLYKAD NNYYPGTDGFYIY IFMYAVFTYKPSPKY WSWFFHTRWMGKPQV
SIERDKSLRRHIGHK GGGTVWPYYEMLQAK FLWFIDHSPDILDPI IWIEANAELHWFQWN
PLLSTMPGERYITYA VWPWEFLYQHESTHE DYWDWLYTVWDYSVK NNWFQLDYWAWYFGT
RMDKHVEYKQYWMWS YAVHPPQTWDWPYLK HWLDFVTQYGEDA YSATFTWYQDEEWYV
GRYERPEGEPFGPQT HQIPKVTHEVDFGYE HYPTTITGAWHRDWV AQFHDSHMPVAAVKP
DFASDLVNVILHGWL IWTHLMRSQDKIWWE NIEHARITDMYGFVN EKSWTTDSSKISRSA
DILDQKFHIDVTQSR WLTGITSMTMFTFIR WSNVWDEDWMFPLYF GNNPPKATKSMTMLQ
WHETWWVSIVLNYMH ISWINAMNVASYYWS MSFEHFGYALGTPAQ DWGHHTMANNFSYFF
EHNLNPVWIVHLAIF WFNEQTASISKFRGW QATSTLKYFADYSKY MAFNFWATYPAFMTT
ADNIIQMYTKFGAGW KQFYGTWSGYWEFGG YYDEYKLYRSGAPQN IWQMSWNYGYFRNPP
VNETYNSPVDGWFFA MGNGLKGLVNWAPNF LSHRAGSDNHVQQIE DHDHNFHSINQFDFY
SNSMPRQGHHTGKSP PYHIYVMEWYNEDIL SRLKQWKSHWDYPEW SWHMTFGYTVHNADN
GWYNYFHNNMNPKYD PENQAFSSFEQHGMW AEEERHPTVTIIVRD QKWGFQGSRWRKRAT
QHRNLTLSRRQDGES DEKINNVTEWSGRVY SRKTLNTIHEIDGLE NKLRLEELQWPNDYF
NLIWWRPNGNYPHLL WRWILDSYEHWMMGV NARPPLHKWMIPEGW RWDKYYDRPQSWNFY
IKKISKARHELNGNP FFERINTYFQGYQDE EDEYIPDSYGWEYVW VKMWIMQYNSFVVYD
EWMWYEMKIIMVTKV EGDEWDIKSGFYGRP TEMWVWAMQYMVIGR IRIHWALAFQMWGVN
YLELHAMNYDLMING KVTYHHGSMFHPFWV PIYVKTHSSKHKGRF WMHPENQSFKKPVWN
SPLVYFLHSWWTKNS RWMTLWTYDFVEKHY RSFVHLFSTNYQGNE HLKGYHTFWYWRT
VKWDYEPSGEEIFWY FDFLYSGNGKEIWQD EMVIKKKYHTHWMYG RDFVGRAVSGIWLKA
LHLFMVNSNTWWYRD ITATDKFFHDAFEFY KVNPVWFSPYQTIPN HMARGRGSPGYRVHD
QKSEWSFFGAQTFPY PYQTLTLNMEYVLYT KNPKAFFYIYVYITL FNKQAWQSETVQFLP
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VMSKTWNRKYEFDGR TVPSIPYQVEQLNKH TLPKIKTGEFTDQYM RFYDRSQIMDLWWWI
GVKGQMPPTIMIFNM TLFLDLMAQAMRYAQ MVKTGWDSQREFVYY HAKYFGTMTPAQYSW
NRYALKRHKFQRWYF QWMLEHYTRREPWFW AWFERPTVYFGHT KYMEWQLYDTINKTH
VKLDELPVDDDVNPI QRTYTRGRFDFYGAR EQPSGYKGEYRNAPW VSAVYMWHFDDVVWS
QWFGADYSTAFDRYI DRWHDYNNDGWMFAK AAHNFDVNMWWPAPP DSKYHTIVRVFPLPG
EPGAWQTYFQLWP PGIPAILNGRDQRNE QSSFSGWYQSDLWGP ENSFSYPYRKRFLFF
ESKRVIQDQEHLMQY WLYGWGTQMSGDY YHTEHFNTFYEHLMW KRMFNWTWPGAYI
YMGSTNEWVLSTMHW RRMISRMPIFYLMSG EQFSWRTMYVHEL IPDSPYYKSQAGNQP
TEQFDSWHWYTNVWW ANAVVDWSWQWYHIH DRPVSWGSWPVIMIF PEAETAKLELDDIKV
YWPYPKAPAPYPYAS ATAEFMMATATILDQ WPNNGFHQFNMLTEQ PRYESVTQWLMYWQG
YMDDEYEGTWYRNVY IKMQTVMGNFEGEPT TNEYIGTYHNWGF KYVQKMDKWQPQATV
MAILNWLERDHDNRV QGWMPAMYTMAVFFR MFWWPPESNTWRGTI SLNETGHYGVDLWSP
SAFQWRGLKLANQNI FMPHWHIYAWQSAEE FYAVWTYYPVTHEFI LAYAPFRSFWAWWGV
EENGVVAVGYRIDSF WEMHIYYSWPMTPIT MFPDLELTSEAFPWW FIGYHTTVWDWMW
HKGPGADAKQNVFVI FAAARMKKKDHNPYE DQFYFAWAFEARGGF VGIRQVGPETTYRYW
WRYPGFESYIAFTHY MHLGTKNDRSWNHEK EIHGPPSYGYFPFSL GWRHEANMPIRKEHP
TVDVGGDFWEPNWFY EWFILKTDWLNMA DEAYAYRYTNTPKWF KRMFNWSWPGAYI
MLYHDLWIMWPNREE TSIDAWVTSGDYWGY TIVHWTWSWDKNWWI QAVSWFFYNAWEMAH
ALWQHSVTWNLEMFA QHWDVLFPTMPGPYQ DRPVSWGSWPVIMIF FIGYHTSVWDWMW
FEDASIQDVMAQLYY NMHDKGWGTDQEWGL YYHLSQYYDNVSIDY VITNYVSSRGAWYMN
RVAFQWDYQRVQWHY FHWLQYNYADSQTYS TNKLDYKIHRFHMHE SKYYMWTDFWSTT
DEIYTAIYGFVWDFK DRPNTIPTYWPYTGT AQTNRDSWVPVRQMR WLMRFGSDYIDWH
ISIARGFVDYDGQVT PWIWWEATHNPRWTA SQMNVRDKTKKQQTD IPWFVQTKWNALP
MANGLFPWNNPKMPR VYGDSAKYYEVNYLW PMYAAAFIWWGVNNT WDSMLMSYNFHLA
SMYPMPWTGTKMQAD DLSAKTQDFNEVYPR KKHFFPAKVWHNVWQ EQPDRAETQEEDAPP
YPYNMYDSGANIPQE WRENVPETAVPNTGW WFDDKASFYWIYY SKYYMWSDFWSTT
VAVFPMLKKDKAQTS QYYWPGFTWRAPGEM TVQWEAYAQHINGWL YFEAARIWIADRGGY
FGQQTLRELNPMKAD YFTTWNNTPATPYHF WISYEFIYNLHGDAR RHDQKAWSKYRRQFF
HREMAEWILEMITKP DYFHVYDTQENGMMY TTAMETIVEAGDAPG SDHVAEMSGWYFYRE
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Tabelle 7: Die Sequenzen der 410 Peptide, die von Antikörpern der mAk-Serum-Mischung gebunden
wurden.
NTSPIYNFWKGDTQY WHQGVDHPIMTHTMH ERQEGKMKWNYLAEP YQAHYRPKATQQKNI
DVIQGLEASATYANY WRKTKGIIWDIGDLA DNVYPPLPMEKHANW SYLHAGKSPLDSMGW
KEDLTMLYDPAISAW IKKISKARHELNGNP VSFQTDFWVTTWEPM PAGDDTGPFQQWQKP
LVYWPWRLDKYMYIR TNSMAWNSEWPMFTP IIMFFFPAVYQQQNQ QVETEIKDDLGRTKQ
MQHTFEWMEVFAQSL WPYGVWTPEQTRQHE DPHNHRLIWERQEEF PMPYESWTVDAQRWD
KVDSKTGTPHFEDRW RRLQQFMQDVYYFPW TKVPEHRMTQHFKVM ASPIIDKQKSVREFM
STAQFWYEDHTAFLT YVGFFSETVQNVAEM EENGVVAVGYRIDSF IYEQQHVHIIHMISG
ELPYSKYLRILGAQF YLELHAMNYDLMING WNVEVPWTDFGDFYA AEWQMFHTSMPDFHD
PSNWTRKGIEKYSFT FQKMSELVTGEPMGA RTIYKPANSMMMPVT PSTLTWEHDDHHSLT
YYFFNWKAWLNRTYR GEFNLHTGGERWF IWLLAWEPKVRGNWG IWGAGWSEYSGHKLT
EPGFHYFVLHQPKVH MNWHPNITISHENIF NKVDNFDPFPVDDKM KHLVDLRSMKIIRSY
NHAWGTFSWHEHSQE GFSEAMFWTAMRNQG QMTVTTMWQREDAMW HYFDEAMARKNEMQF
LQSWGIQDRLSKLVN AMWQANIPTMQDAWN VLHNNTLTKIKSKAH ANIPISEYHYGWSAL
FHMWTHAMTDLSQEL HYQPQPDWSQSMNTM RMMNLPQQFAWDFAP TMYEMYTPAPFQT
HVDSMHLTKSVWNGD DIEKYYETSNTEHII FEDASIQDVMAQLYY RSTKDLYETLHNQSF
GQAHVMHWILEREWG AKHDVSYDLAMLPHA FQQFWFDWPRKMPET MGPKMAESQSYWGTM
GMMPKEVTHGLNQFF TTPDMGFTNYDQMWY PPNYSFTPKWSDWAM QPWLPMLSHEAPHGM
QMGMFYRSMWDVPND QKSEWSFFGAQTFPY MRIQILSRAHTKNKW SYQMDNMGAYIKYQT
WAHQRVGTGGHAVFI YFLIWHITTALDMDT GGDWYAEKGIMQFED EGNPFMRKTINRPGR
AGYMEGGMVGLWHTQ AEMWTQKWEMGAYTA TTAEVTPFEDENPHI WLWPPTGTHMSAFQN
YPGNRWGERHDMLHE THYATNVYTPVKFGY SMYPMPWTGTKMQAD VSRYPRYVPHVSVWD
YWWPSFMFRTEMMYP MMVTYWEYYDGHDNF RGPWKPSDTYDQNDE WVANLNYYNDGKAPH
AWNIPDPHVGRHWQD AAQKSYRKYPHMPAD VAVFPMLKKDKAQTS AKMFRPHDFSMGVEQ
TVVGNRAKIQELYEM WKEQDLPEYMIHHFL QVLTKIEESYVWEVL RTERPPEYFASEWGG
PLENGHPVTPSMWSD EYAAKSGSYEFWSLY FGQQTLRELNPMKAD RGTYHQWNLFQHDQE
PGYSGSWYTTDVGHW TWASHRQTLVAVNEV HREMAEWILEMITKP GVLHETSPDFQTNMV
YPYLRMDQLMEDPNK GVKGQMPPTIMIFNM ERKVWSAMQFAHDIS ANRNKSARARPNWSN
DLMDVKMDKPGWSHD VKLDELPVDDDVNPI IADVWMSDWNKNWNS VFANKWHTVRKFHNH
PNMNDESPDFYTYAW EYMMDWTTHMHHHAT GSLSMFWAWANNPEL FEMDAALMQSFNLLK
MAEWPTETIKSSTVN WIVNESTRWFFDE KDVWSYARVYSKVKS WITSGYVTYEEGEFW
FPWYYTTMDKVTNDQ NLLIHHVRDWWLRGM WFDPASNFPGGIMFP IAMLHAKTVRQRLYE
KGKKLHTGLPLDTMY TQDFYLPSYREFPWE QYRGEQNAVENFSRR AGSWRRYQKANDLKD
IIQYTVYLQDAPVWA PTVPDNHWATWERRS HPNGHTESWEFMGQM RTKWFKLMFTIGEPM
HSNWRWLWTFRQDQT VYMVETYDGIMHPMY SSVSDFWIAMHHNTM ATAEFMMATATILDQ
YLRQGAYWPKGNEDG MALVQFGTYVRQQVG EWRADFNEMSSHHYL AYFFITVMNLGPGLD
MWGKTISLVAMPTWI AHTDTWTYKMYVQTD STFWPIQFWFDNDFM GSLPMLWMYADGHEQ
YGSWRLWIMNYLMNM RHGPYDAVTYATYHQ WLTGITSMTMFTFIR EFAPLFILETYRLDT
VWDNLERFWIENAVE MIHLETQPYFNFKND FKRWWQGHWKEKPTA FMPHWHIYAWQSAEE
LLPHNTMYLEMNWGS RNHGYMKNMYLFMMY PMTFGGNSYTLSTQA FTQFLDSHMWKFYPG
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IFMLHGAQNRHDEKG QNEPHTFQFRHWSFF GITGQQHSHNGTPDW SAYHVQDGQSQEMWL
SHGNIYEGKYTINKN DGESHETEFYTQM TLPKEPYLQDQRIWQ FGDILDMSWDEVIEW
SIERDKSLRRHIGHK LTIAGHHYPKRLNDN PYHIYVMEWYNEDIL NSMEVTDTWYAFPWS
HIAWIAKVLNKDRTF AFLHALRPWSDRAMF PENQAFSSFEQHGMW LRHQKLKDSDPVNHW
FTKTPDITNNQLWSW WYWTYGQPGNNGANM EGDEWDIKSGFYGRP VFMTLWTSSWEADEI
EMMKYKTQRTMERWQ YMGSTNEWVLSTMHW REVSKQATWNDWHHM QHWDVLFPTMPGPYQ
KMRAEDLFKEAYFMP GWMIFPPKVWIDAVT KFKTKREHRVPTALM VKIRRKQPDKAIYLI
INVWIETGMYFEP IAGQTSSTPFMDPPW TLFLDLMAQAMRYAQ PLFDSVILEWPINDI
GRYERPEGEPFGPQT KKWEMTQGLIPYTHD QWMLEHYTRREPWFW IVFSLQWQLAERRFN
AKHSWPEMKWDQGYH GRIFQQMGENVRALM TLNSYHTIGKDTMEF KTHAISDFNSDSVSG
ADDMWDAYSIGRNDW GALVGGISWGQGQIT KTEQTWTTPVAWD TDPNAFTAGMRRAHR
KLQAQWEYMQRTWRD DDYEAHEDWHIIAMY TGDTEKAYQIAQWVE ADDMHQNDGADKMRS
DILDQKFHIDVTQSR KEDLTMLYDPAISAW DQVHPVDPYDLPPAG PWIWWEATHNPRWTA
WHETWWVSIVLNYMH HWTKWMVGPNLIHVP WEHIGEEPPQKPDWL EWPHAGRWMDMYGEP
DKLGNPTPYNLWM HEVTEVWDWMNFSAK HFANAPAESAFWRLN TLNIYKLSVSEDLMH
IFWKPVMSLGQTWEM NITREPWYWPAAWLQ YQVQAHSYLSVVEPI WHLEHKNWVDVYWDY
SNSMPRQGHHTGKSP YDAQMIPMNNRFVSV VFPHMWWSWMWAKEG DRPIWWFQAMPYTGL
GWYNYFHNNMNPKYD TEQFDSWHWYTNVWW SQDQKRDIHKEIPIY WTDDVKNTPIKRTTK
WFQMMWESENEQNRM YWPYPKAPAPYPYAS DRWISDVSSINPFIQ RGKRVQNSGHKNTIP
SAMVQHSSINFLQVE TRHNDGVTDGNEYGH MNNIGWAYEVVSTND MVYQPGQDTNHPKLT
WYDYYATGGMETQNF RPHMQGTTWMWNE QKWHVKFVYELDENQ VPWTNVLSMWWLWKQ
VPIVVKGGGDHHMFD IKQFNPFMWRKFLKS AIDKNIWGNTMFWWI DVEVFDEVNQQEKDF
PEIFTSHIQEQRWRS WPNNGFHQFNMLTEQ RHDNTLDWINLHMQT LIWGHTWTVSGKFGH
IFMYAVFTYKPSPKY GPTWQRIKYIPPVKY RNKPIHHQDEYVVIE EGYYKDVMLDDGNFT
EQIMLPHPIDHAEDH VNDSFNLLVIDMGMR QMPEISQEKGMMGYG STGQSVSITKIHMQH
MKQLHHGLGDNAENY YKIFDSPVDGAWPIQ DNVLDQRTTDDENIA YTHEFKIAEGAVYDM
YDVTEKTWNEQMGAE WAYDEERSEYDMTDR HGFEISVWEDVKQKL MFDSNGTSHPSLAMK
HYPTTITGAWHRDWV RYFSDDFTDSWSSYD TQRMKHLPDMKYYSQ EVDHYVLAENHVWME
DFMHPMMHPQRNFQD YMSLIVLIQQGNWAH YNQASHFRPIQWGAW FFANDNPRHQAWIPV
FTFGHPWYDTSVMDH FYAVWTYYPVTHEFI ANHSHNADWEYNEGF VINDTKRYMVDKDSF
NARPPLHKWMIPEGW MFPDLELTSEAFPWW GDAPMGMEEVGFGFQ RHTFMHQYGAWESHP
RSFVHLFSTNYQGNE ENMLVFGDAFPIYPQ QPSSVIKYNSTPARN TQLINVTNAILAY
EMVIKKKYHTHWMYG QRSVKKWNKHIDVYN TKRVENHVWMMPKFP DQNMTHQTSHMLEQW
KEARHEFVYMHYVAG LSDANLKNKSQYDHR QDNDYGFHFGGVGRQ YPWIYHMPPMRKDQQ
TLPKIKTGEFTDQYM VGSMSGGYGWLEGEQ RHPTVTEERPPVWDI VFPMASQGFWELRNK
EQPSGYKGEYRNAPW EIHGPPSYGYFPFSL NPHRINMWYAIPFVN RMLPRWKGEGMYDSH
AAHNFDVNMWWPAPP TYGVFKLMPIGYIWL QADARMVAEDYINWY TNKLDYKIHRFHMHE
DRPVSWGSWPVIMIF QFSEMIDIEGWRNQG EEDAQSAYPWQTWGW LKNDVEWIVHWGTNP
SQWGDEEIVLVREWM QTKHWELWNVHIEGA SDEKIRKIMENTDWF ALNTVDNWFGPTWWE
AQTNRDSWVPVRQMR EVDLWTDRLTWMMTI IPDSPYYKSQAGNQP GLTAPVLTVYNYFMG
RMYHGNINNFIAILV FEKSKGREHIEGRHD PRYESVTQWLMYWQG WVVPRFGAWGDLLFG
ALQHRTMKPAQKYGD QQFFMESEWFPIW KYVQKMDKWQPQATV EFSQMESYPEDYFPI
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QKPVAMYTTYKNTKT VKAWPHTIPGNWV SLNETGHYGVDLWSP WSRNMNQSAWEPKWW
QGHDATHDSRPTHSG EPNIPVVIFETLMQK FIGYHTTVWDWMW IPWFVQTKWNALP
TATATNWQIMWRQRP WLDALYWVAPHQTQA HSMQWGGAWTSEHRE WDSMLMSYNFHLA
VKMLFILKFMTNKDW MVYMEYTVDVMWV PDSKMNSTDEMYQTL TDAMSDTPHPPLPMW
WLIPLPRNALGILRN QLSDEYWYAHAGMGL YGEKVETNMPWGD NSWIVASSYWDSSKV
TQQGANTMGFWQM RNLDSPTPYGIMW DETFSTIRSAGYDDQ LYPSSNDYLDPLTIM
YNLGESTRMHHMD HFLHWMWSASNANSE NYEYAHETGEIAHIQ WNHWGADTDIEDTRE
HKWTNRIGFDHKDYM VDDMKYGTSTDYMLA LNWFEPTHEPDYF IRMPVHMIQEDWIPN
QNNRLRTPHNSHEQL YREQEDASYWNWDWP EWHMHDYSQHMNWAY EKFWSERNEIMPDAG
EWHFTMEMSNWDWMQ SHYDYVGPQFGAKWE QAVSWFFYNAWEMAH YGDELKEKAPLQAPT
NRSMPHTYMDEPY RKNLEMHYAVDMTHE NWQVKDTIDTNAM WQQDEDWTVMPDERY
TQQGANSMGFWQM HWAQHGKWMQAHIAY NTAMMETIWKSWF DIHYGHHKEGSIMRD
FWNYHHNWQGLAFNA FWVFLMSMEMHYAPD FIGYHTSVWDWMW PDHPNYLHEIQLPPM
PQSKNRVQYVLNFFY WMHPENQSFKKPVWN KSSEHLGNTSSAIKG YFEAARIWIADRGGY
IGNADWEPMWEEMVW AYVLMIHEQVWNLAM PLFYERPNIWVNTTY SDHVAEMSGWYFYRE
KPVDIHTVPTPFM VEMKNEWWMHGDVYT VITNYVSSRGAWYMN FKGAFTTHFAVWE
DSNMWWSEMSLGG LKKDMLAVWPSNYPG WLMRFGSDYIDWH SKYYMWTDFWSTT
YLNDNDTTVLAEW NEIDGITTSHVDYST ATKREIYFDDWPNVD ALENQELADWLTVHL
GNRVFYMGMQFQGAN VSAVYMWHFDDVVWS LFTNKHTFTPTQMAE AGNMLWTHYLNGDWF
QHISMKYLTKKAMWF DSKYHTIVRVFPLPG MPMPEFTHQGMDY WRKDYVTWETEQWVN
NKRQPQMRHPTTYAI YMDDEYEGTWYRNVY KSYWDHLMGDAGQIS WLTAEVTGEQWLY
LYFDMPGYWHTMQMS HAEFMHFTWVALDFH
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Abbildung 7: Signalintensitätshistogramme der IgG-Bindungssignale von gesunden C57BL/6 Mäusen
gegenüber Peptidbibliothek P 30014+.
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Abbildung 8: Signalintensitätshistogramme der IgM-Bindungssignale von gesunden C57BL/6 Mäusen
gegenüber Peptidbibliothek P 30014+.
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Abbildung 9: Signalintensitätshistogramme der IgG-Bindungssignale von gesunden BALB/c Mäusen
gegenüber Peptidbibliothek P 30014+.
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Abbildung 10: Signalintensitätshistogramme der IgM-Bindungssignale von gesunden BALB/c Mäusen
gegenüber Peptidbibliothek P 30014+.
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Abbildung 11: Signalintensitätshistogramme der IgG-Bindungssignale von H.polygyrus-infizierten
BALB/c Mäusen (14dpi) gegenüber Peptidbibliothek P 30014+, sowie einer Blank-Inkubation.
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Abbildung 12: Signalintensitätshistogramme der IgM-Bindungssignale von H.polygyrus-infizierten
BALB/c Mäusen (14dpi) gegenüber Peptidbibliothek P 30014+, sowie einer Blank-Inkubation.
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Tabelle 8: Die Sequenzen der 300 Peptide, die für die Diagnose der H.polygyrus-Infektion verwendet
wurden.
KCQVPTVWIAAFHQ EAGMQDDQFQKHYP YDDDWDRKKAYTKP AKLRANTTWNPVYQ
LPTATGNMQSVPLI VRKVRTWRCPVVDG KFWDGHRHAMKEMS NTVSSNVGKQFNYI
ANHYKDGEESEKAN ESQIDQGGWLSEHI KYEDDGVNRRTKND PAYRDGRDKLCSPK
VDFVAEPVKLPENQ INLATSDTEDSPGN KEKKYDNGPTSRAL RPEIHAGSARFSED
VIYDMEYSECYSVG GKSSQYQSDIDLDQ HRLDWNEGMYSANA QDDTCETWIEADDN
SKEWVYECEPQRAA YLPVFAHYVDSCDA KHTGMAFKPVEYFW SERFKTSKLLTSEY
TQELYTDPYERITH TRRYNIMSKIFNTW GVRHDLWNDAPSNF PSPKDSSLRPATSF
IYKLYRSACGALRD VLRHEHSYTESSRY LLVEITRLKGHKWY TDSQLWYLQQKIDK
RYPANDWRTNSEEI VIVPRINEHYHKFN ASWDCGDDMDSYWS ALITVHVDSLLWVM
KKASEPRDNFKALS ESTFVYQENDLRLN AELKLNKDVRGYFF QTEDEVKRNPNIEV
SHHFNWMNLMAVQY VGVSTGSYDNQTHY EVWTPPLDHFPWHY LFSNGTVTRPKYSY
AHPKWGNVLSFFNA PPNEWMDDWQPGEN EFFLMFEDWKWENL DKRTMDGTYDIKYD
SRAGPFAAPKVPAD HRELQIFSERTRHQ FKNHIAGAPYEFYN KQAPKEKGYSKDEW
IEKQITNYPSGAKH SGFPDKIEFPTQDC IMGWRVTRNYDVHH QAAYFHGERSAAGS
NDQKREKCRGLPLG LVTDARTKYKEEGV HLLEGHFEVREEQH ARDLISIWWMPQGP
NTFLHANCWVAIHG NWTCKNQVIWEEMS PNRLQDGKQWNTSN REDLRIKRPEEEGQ
QEYLGLNIAITFQH VVTIKTITKKDMVN FFDEIIHSCRSQNG QHKNWEDESGQFKR
EIEAFLNPRMGQPP APYIIKMAPMVLWA DSTSGPVKTKAPVQ SKYKKKTYEQYDGK
TPNFIPLPFYFYGR SPDMKNTNVAYIGS VTPRSNTPLRVQLK PDWLTILYSFWFES
STDDYEDAASQGTE YFMVIYFALISAYD EYRKLTVQWYQPEE FRTETKRAQQHPTG
VEQVVSRKFGFWKF LNMPKSENYCRIRV VSLASSSARGDTYF VTDTHSGDSSSNLK
SAPLVVPPPLNGIL SDPWTWGHHSLPDL YWVWKILIYYAPHL RDQARQSVPCIRVK
WKRHYWQTTPMFMT TDVLPNYIKAMNGH GETRNPHMWLVGAG KEEKSEEEHEGFRD
IDRKWPKTEHTRPD NVQGDFWLNVSYIS VRFTLMETIYTVMS NSFEVGDGPNEIYD
QSFTQKNNAIQFNK KAHLSLNLRNFNCT EPLESAVDVYTKCG FWDGHRHAMKEMCG
YNCKRMYEVAVCNR ATYDRNGMLWAWTR PVHYDFTFELILRM VHADTGGNVRGVKY
RSRRKAEFMHAFTQ FYHMFIQKQHQLPW PDNMKTRIVAGIAR RQNRGIERRAAKLG
RHFFQVWNIRQCEN TQISFVVPYNSPLS AFYLRTAHKPVVHR YGEDHRRDKKPGQE
DTDAGTLTAQGSRH QDFHRASTNREPDV SITSFQDMRAPTSQ QQAKIGKETTIELD
LDTFFSKVWYNLYH NYLYNEILSMNKFR EHSDWVIFWGIHNT PNTYERDAFNSYST
RRQIKQTLDSDEVY KNRADQTTSPHFWA QQRKTRVKEKRALG GQFRVIGPGYPIRALVGDE
IHAKYVAKFINNLV EPMRHSIRGWNQSQ EIWASYFVDIRSMY ALVGDEAELPCRISPGKNAT
EEENPTRERPKERG TIVNHRGKAENADK HPTKYTLPKYGVSN EAELPCRISPGKNATGMEVG
PERNSTLPPNYLIS IPQWWQQDHETAPF DQVLNPISKAKLDK CRISPGKNATGMEVGW
QHDNTYRHLAWDYF DDKLGKGSPIKSFD QKDTSRKNNKEQGL SPGKNATGMEVGWYRSPFSR
YEKNGTRKRPRGAV NKAGWVVELAAKVY CDVKDIGFGLLQPG ATGMEVGWYRSPFSRVVHL
VFDLQTNQDAHQLH MYRQKQVHTDLFPA SSYQDKTTHKQYPF NATGMEVGWYRSPFSRVV
SEVSWKENVPDEDD NTTDTSVKGNMAKD SNYEGRDVHPIANA MEVGWYRSPFSRVVHLYRNG
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NTMNWHLGCDFPFL YPKNCIVLLFEWQD SVLYKPQMGNARQR YRSPFSRVVHLYRNGK
SRRPMHHDPDDPHT GYLVDDHAGLIATY KHDKPENDVVYQKL GWYRSPFSRVVHLYRNGKDQ
AINQRENHEKVEHG KFIELTQTARKCAT QQTWSESDTCDDDY PFSRVVHLYRNGKDQDAE
LAEVDHYMRGQDPR RFRGTCPMWKCHFL NNLMLKVTSNLSRD KDQDAEQAPEYRGRTELLKE
EMKDAFGHLHGIRC FQETGRFHTKSVCA RELLKCLDQMGVNY EQAPEYRGRTELLKET
VPFEFEIDFAQAQN KIIQAKFHPNWDNH MYACNKALKNFTPN PEYRGRTELLKETISEGKVT
KYTLSHSWHKIAMA FIREINGRHWKTLR GLDKIKNNVKAHKL RTELLKETISEGKVTLRIQN
RSSYHGKYGQSPMS FCTVLKMRFPQQWR WSYSEYVDTLENAE KETISEGKVTLRIQNVRFS
LFKTDRGVAHRTMD SFSWYRDFSRPNIN TAATKLHRPIRRGS VTLRIQNVRFSDEGGYTCFF
VDEEREGPQLERHC MNDPSQVSSFLKKT HSRDWATIRYCTNN DEGGYTCFFRDHSYQEEAAM
YQQQRTSISSKWAD LLMKYAFDDRQAEW PTQEPRKVHNSDEM TCFFRDHSYQEEAAMELKVE
DAAHKHHRDLGGQH SHWNKRSLGAQPYY VTVSALGTDTVASV DHSYQEEAAMELKVEDPFY
YRRKKRKQKYNQKV KMIVQDIAWPWYGS DCQLWYLQQKIDKF GLLECCARCLVGAPFASLV
HDDFQGPTWVPNTE FYQQQFWQRFSECA QHPEGDQNRSTRGP LVGAPFASLVATGLCFFGVA
NYHMGDVEKPPGRT AIGKWLDCYGKMPH KELDLEHKPRLHIT FSKNYQDYEYLINVIHAFQY
KSTHHESWLKIVDY SMSTQAAGNECAEI FVPWDTKRIFTTVD LINVIHAFQYVIYGTASFFF
QMPGLMYHTMAHNF HSDKTIKTYTKMLR NVFNSYGPLTTFSH HCLGKWLGHPDKF
LTKFENNETDSSNA YSDKKTYTDTRPRQ KGTINFVADHHPDN NTWTTCQSIAFPSK
SAAQSKSKRGGSET GTKDEQDISDFRAA LARDFRDTDVDSRE PGKVCGSNLLSICKTAEF
DLICFSTVVRPFFG WDPFCGEWKHAPDY NEPLESAVDVYTKS ASQKRPSQRSKYLATASTM
KPSASNYWKDWIER RIQRHSQTTVEEDD DDEDSTSENNLEKK SKYLATASTMDHARHGFLPR
AKNENTRYFGNYTG MDGRPESPSTMAKW VRQVQRSKKMHKKG ARHGFLPRHRDTGILDSIG
HCPFMYNRCRDADC DVTDTKLVYATYRE LDKRRQHNYLFVAV ILDSIGRFFSGDRGAPKRGS
PYFNQLQKDRSDLN EKAIAQPRYSHRPM RTSCSEDIDATRKN GRFFSGDRGAPKRGSGKVPW
DGSSLSQTYNPEYY RSIEGDSYPKSNDN TQPRKTAMINWFYK GDRGAPKRGSGKVPWL
TGGPWLAGREWAPG RTDTAFAVPNAGWT KQNQSRVPNQISLG DRGAPKRGSGKVPWLKQSRS
TQSHFHKGDKVGLK TERIKSELLGQNTK GSPCRRVQDNAAKS KRGSGKVPWLKQSRSP
HMKHYEERERVVWI NVDQSVKYHRVHSD THEDFRYDDVFEGN RGSGKVPWLKQSRSPLPSH
DVCSWTSSDMTNMG NRGLTDAYGAETRL FRALKYTQWERHDE WLKQSRSPLPSHARSRPGLC
ALFIFAERDPMKGV KTNYTNTAKNVKSI GGDGGGEQDMKVQY RSPLPSHARSRPGLCHMY
SVWRSFGEHAAWHE SVQFWFRQGREQTG FKTRVQDGSPWKTA GLCHMYKDSHTRTTHYGS
DQERCEQPDRRIKD KCINKTWISGWWYD KDGREKQDPEFTIT TRTTHYGSLPQKSQHGRTQD
RQLGQPPLLSTFPE RSPQDMLTGFWLAH STTIDQGSQMKSPV YGSLPQKSQHGRTQDE
RLSATENELRQGRP DPFKRGSGPKNDLL KAWSDMRLLPHEFK ENPVVHFFKNIVTPRTP
GFRKDHSPPFNRND RKSYNKRRDKTGPE NKMCGIRGPSGCDE GRASDYKSAHKGFKGAYDAQ
NFSDAVYIVRIIIS GDQNQHVDSIEPWY TKPKEDKDKVKLSA YKSAHKGFKGAYDAQGTL
KRMRTINFRSWNAQ LDEEVFTFENLRIY KFREAGLFHNGIAR SYDSIKLEPENPPPYEEA
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Abbildung 13: Signalintensitätshistogramme der IgG2c-Bindungssignale von gesunden C57BL/6
Mäusen und FcγRIIB-/-.B6 Mäusen gegenüber Peptidbibliothek P 30014+.
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Abbildung 14: Signalintensitätshistogramme der IgG2b-Bindungssignale von gesunden C57BL/6
Mäusen und FcγRIIB-/-.B6 Mäusen gegenüber Peptidbibliothek P 30014+.
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Tabelle 9: Die Sequenzen der 242 Peptide, die für die Unterscheidung der IgG2b- Autoantikörperreper-
toires von gesunden und autoimmunen Mäusen verwendet wurden.
KCQVPTVWIAAFHQ SDPWTWGHHSLPDL LFSNGTVTRPKYSY KMIVQDIAWPWYGS
LPTATGNMQSVPLI TDVLPNYIKAMNGH DKRTMDGTYDIKYD FYQQQFWQRFSECA
ANHYKDGEESEKAN NVQGDFWLNVSYIS KQAPKEKGYSKDEW SMSTQAAGNECAEI
VDFVAEPVKLPENQ KAHLSLNLRNFNCT QAAYFHGERSAAGS YSDKKTYTDTRPRQ
VIYDMEYSECYSVG LDTFFSKVWYNLYH FRTETKRAQQHPTG GTKDEQDISDFRAA
YLPVFAHYVDSCDA NTFLHANCWVAIHG RDQARQSVPCIRVK WDPFCGEWKHAPDY
TRRYNIMSKIFNTW QEYLGLNIAITFQH KEEKSEEEHEGFRD RIQRHSQTTVEEDD
VLRHEHSYTESSRY EIEAFLNPRMGQPP NSFEVGDGPNEIYD DVTDTKLVYATYRE
VIVPRINEHYHKFN STDDYEDAASQGTE YGEDHRRDKKPGQE RSIEGDSYPKSNDN
ESTFVYQENDLRLN SAPLVVPPPLNGIL QQAKIGKETTIELD RTDTAFAVPNAGWT
VGVSTGSYDNQTHY IDRKWPKTEHTRPD PNTYERDAFNSYST TERIKSELLGQNTK
PPNEWMDDWQPGEN QSFTQKNNAIQFNK HPTKYTLPKYGVSN NVDQSVKYHRVHSD
HRELQIFSERTRHQ RHFFQVWNIRQCEN QKDTSRKNNKEQGL NRGLTDAYGAETRL
SGFPDKIEFPTQDC DTDAGTLTAQGSRH CDVKDIGFGLLQPG KTNYTNTAKNVKSI
LVTDARTKYKEEGV EAGMQDDQFQKHYP SSYQDKTTHKQYPF AKLRANTTWNPVYQ
NWTCKNQVIWEEMS VRKVRTWRCPVVDG SNYEGRDVHPIANA NTVSSNVGKQFNYI
SKEWVYECEPQRAA ESQIDQGGWLSEHI SVLYKPQMGNARQR RPEIHAGSARFSED
TQELYTDPYERITH INLATSDTEDSPGN KHDKPENDVVYQKL QDDTCETWIEADDN
IYKLYRSACGALRD GKSSQYQSDIDLDQ QQTWSESDTCDDDY SERFKTSKLLTSEY
RYPANDWRTNSEEI GVRHDLWNDAPSNF NNLMLKVTSNLSRD PSPKDSSLRPATSF
KKASEPRDNFKALS EVWTPPLDHFPWHY RELLKCLDQMGVNY TDSQLWYLQQKIDK
SHHFNWMNLMAVQY EFFLMFEDWKWENL GLDKIKNNVKAHKL YDDDWDRKKAYTKP
AHPKWGNVLSFFNA FKNHIAGAPYEFYN WSYSEYVDTLENAE KYEDDGVNRRTKND
SRAGPFAAPKVPAD HLLEGHFEVREEQH HSRDWATIRYCTNN KEKKYDNGPTSRAL
IEKQITNYPSGAKH PNRLQDGKQWNTSN PTQEPRKVHNSDEM HRLDWNEGMYSANA
NDQKREKCRGLPLG FFDEIIHSCRSQNG VTVSALGTDTVASV QTEDEVKRNPNIEV
FYHMFIQKQHQLPW DSTSGPVKTKAPVQ ARDLISIWWMPQGP LINVIHAFQYVIYGTASFFF
TQISFVVPYNSPLS VTPRSNTPLRVQLK REDLRIKRPEEEGQ HCLGKWLGHPDKF
QDFHRASTNREPDV EYRKLTVQWYQPEE QHKNWEDESGQFKR NTWTTCQSIAFPSK
NYLYNEILSMNKFR VSLASSSARGDTYF SKYKKKTYEQYDGK PGKVCGSNLLSICKTAEF
RRQIKQTLDSDEVY YWVWKILIYYAPHL PDWLTILYSFWFES ARHGFLPRHRDTGILDSIG
DGSSLSQTYNPEYY IHAKYVAKFINNLV GETRNPHMWLVGAG ILDSIGRFFSGDRGAPKRGS
TGGPWLAGREWAPG EEENPTRERPKERG VRFTLMETIYTVMS GRFFSGDRGAPKRGSGKVPW
TQSHFHKGDKVGLK PERNSTLPPNYLIS EPLESAVDVYTKCG GDRGAPKRGSGKVPWL
HMKHYEERERVVWI QHDNTYRHLAWDYF PVHYDFTFELILRM DRGAPKRGSGKVPWLKQSRS
DVCSWTSSDMTNMG YEKNGTRKRPRGAV AFYLRTAHKPVVHR KRGSGKVPWLKQSRSP
ALFIFAERDPMKGV VFDLQTNQDAHQLH SITSFQDMRAPTSQ RGSGKVPWLKQSRSPLPSH
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SVWRSFGEHAAWHE SEVSWKENVPDEDD EHSDWVIFWGIHNT TRTTHYGSLPQKSQHGRTQD
DQERCEQPDRRIKD NTMNWHLGCDFPFL KNRADQTTSPHFWA YGSLPQKSQHGRTQDE
RQLGQPPLLSTFPE SRRPMHHDPDDPHT TIVNHRGKAENADK ENPVVHFFKNIVTPRTP
RLSATENELRQGRP AINQRENHEKVEHG IPQWWQQDHETAPF GRASDYKSAHKGFKGAYDAQ
GFRKDHSPPFNRND LAEVDHYMRGQDPR DDKLGKGSPIKSFD YKSAHKGFKGAYDAQGTL
NFSDAVYIVRIIIS EMKDAFGHLHGIRC NKAGWVVELAAKVY SYDSIKLEPENPPPYEEA
SPDMKNTNVAYIGS VPFEFEIDFAQAQN NTTDTSVKGNMAKD GQFRVIGPGYPIRALVGDE
YFMVIYFALISAYD KYTLSHSWHKIAMA YPKNCIVLLFEWQD ALVGDEAELPCRISPGKNAT
KQNQSRVPNQISLG RSSYHGKYGQSPMS GYLVDDHAGLIATY EAELPCRISPGKNATGMEVG
GSPCRRVQDNAAKS LFKTDRGVAHRTMD KFIELTQTARKCAT CRISPGKNATGMEVGW
THEDFRYDDVFEGN VDEEREGPQLERHC FQETGRFHTKSVCA PFSRVVHLYRNGKDQDAE
FRALKYTQWERHDE YQQQRTSISSKWAD KIIQAKFHPNWDNH KDQDAEQAPEYRGRTELLKE
GGDGGGEQDMKVQY DAAHKHHRDLGGQH LLMKYAFDDRQAEW EQAPEYRGRTELLKET
FKTRVQDGSPWKTA YRRKKRKQKYNQKV DCQLWYLQQKIDKF PEYRGRTELLKETISEGKVT
KDGREKQDPEFTIT HDDFQGPTWVPNTE QHPEGDQNRSTRGP RTELLKETISEGKVTLRIQN
STTIDQGSQMKSPV NYHMGDVEKPPGRT KELDLEHKPRLHIT KETISEGKVTLRIQNVRFS
NKMCGIRGPSGCDE KSTHHESWLKIVDY FVPWDTKRIFTTVD VTLRIQNVRFSDEGGYTCFF
TKPKEDKDKVKLSA LTKFENNETDSSNA NVFNSYGPLTTFSH DEGGYTCFFRDHSYQEEAAM
KFREAGLFHNGIAR SAAQSKSKRGGSET KGTINFVADHHPDN TCFFRDHSYQEEAAMELKVE
KCINKTWISGWWYD DLICFSTVVRPFFG LARDFRDTDVDSRE DHSYQEEAAMELKVEDPFY
RSPQDMLTGFWLAH KPSASNYWKDWIER NEPLESAVDVYTKS GLLECCARCLVGAPFASLV
DPFKRGSGPKNDLL AKNENTRYFGNYTG DDEDSTSENNLEKK LVGAPFASLVATGLCFFGVA
HCPFMYNRCRDADC LDKRRQHNYLFVAV GDQNQHVDSIEPWY
PYFNQLQKDRSDLN RTSCSEDIDATRKN LDEEVFTFENLRIY
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Tabelle 10: Die Sequenzen der 233 Peptide, die für die Unterscheidung der IgG2c- Autoantikörperreper-
toires von gesunden und autoimmunen Mäusen verwendet wurden.
KCQVPTVWIAAFHQ HCPFMYNRCRDADC FQETGRFHTKSVCA KEEKSEEEHEGFRD
LPTATGNMQSVPLI PYFNQLQKDRSDLN LLMKYAFDDRQAEW NSFEVGDGPNEIYD
ANHYKDGEESEKAN DGSSLSQTYNPEYY DCQLWYLQQKIDKF RQNRGIERRAAKLG
VDFVAEPVKLPENQ TGGPWLAGREWAPG QHPEGDQNRSTRGP YGEDHRRDKKPGQE
VIYDMEYSECYSVG TQSHFHKGDKVGLK KELDLEHKPRLHIT QQAKIGKETTIELD
YLPVFAHYVDSCDA HMKHYEERERVVWI FVPWDTKRIFTTVD PNTYERDAFNSYST
TRRYNIMSKIFNTW DVCSWTSSDMTNMG NVFNSYGPLTTFSH HPTKYTLPKYGVSN
VLRHEHSYTESSRY SVWRSFGEHAAWHE KGTINFVADHHPDN QKDTSRKNNKEQGL
VIVPRINEHYHKFN DQERCEQPDRRIKD LARDFRDTDVDSRE CDVKDIGFGLLQPG
ESTFVYQENDLRLN RQLGQPPLLSTFPE NEPLESAVDVYTKS SSYQDKTTHKQYPF
VGVSTGSYDNQTHY RLSATENELRQGRP DDEDSTSENNLEKK SNYEGRDVHPIANA
PPNEWMDDWQPGEN GFRKDHSPPFNRND RTSCSEDIDATRKN KHDKPENDVVYQKL
HRELQIFSERTRHQ NFSDAVYIVRIIIS KQNQSRVPNQISLG QQTWSESDTCDDDY
SGFPDKIEFPTQDC SPDMKNTNVAYIGS GSPCRRVQDNAAKS NNLMLKVTSNLSRD
LVTDARTKYKEEGV YFMVIYFALISAYD THEDFRYDDVFEGN RELLKCLDQMGVNY
NWTCKNQVIWEEMS SDPWTWGHHSLPDL FRALKYTQWERHDE GLDKIKNNVKAHKL
SKEWVYECEPQRAA TDVLPNYIKAMNGH GGDGGGEQDMKVQY WSYSEYVDTLENAE
TQELYTDPYERITH NVQGDFWLNVSYIS FKTRVQDGSPWKTA HSRDWATIRYCTNN
IYKLYRSACGALRD KAHLSLNLRNFNCT KDGREKQDPEFTIT PTQEPRKVHNSDEM
RYPANDWRTNSEEI NTFLHANCWVAIHG STTIDQGSQMKSPV VTVSALGTDTVASV
KKASEPRDNFKALS QEYLGLNIAITFQH NKMCGIRGPSGCDE ARDLISIWWMPQGP
SHHFNWMNLMAVQY EIEAFLNPRMGQPP TKPKEDKDKVKLSA REDLRIKRPEEEGQ
AHPKWGNVLSFFNA STDDYEDAASQGTE KFREAGLFHNGIAR QHKNWEDESGQFKR
SRAGPFAAPKVPAD SAPLVVPPPLNGIL RSPQDMLTGFWLAH SKYKKKTYEQYDGK
IEKQITNYPSGAKH IDRKWPKTEHTRPD DPFKRGSGPKNDLL GQFRVIGPGYPIRALVGDE
NDQKREKCRGLPLG QSFTQKNNAIQFNK GDQNQHVDSIEPWY ALVGDEAELPCRISPGKNAT
FYHMFIQKQHQLPW RHFFQVWNIRQCEN LDEEVFTFENLRIY EAELPCRISPGKNATGMEVG
TQISFVVPYNSPLS DTDAGTLTAQGSRH KMIVQDIAWPWYGS CRISPGKNATGMEVGW
QDFHRASTNREPDV EAGMQDDQFQKHYP AIGKWLDCYGKMPH PFSRVVHLYRNGKDQDAE
NYLYNEILSMNKFR VRKVRTWRCPVVDG SMSTQAAGNECAEI KDQDAEQAPEYRGRTELLKE
RRQIKQTLDSDEVY ESQIDQGGWLSEHI YSDKKTYTDTRPRQ EQAPEYRGRTELLKET
IHAKYVAKFINNLV INLATSDTEDSPGN GTKDEQDISDFRAA PEYRGRTELLKETISEGKVT
EEENPTRERPKERG GKSSQYQSDIDLDQ WDPFCGEWKHAPDY RTELLKETISEGKVTLRIQN
PERNSTLPPNYLIS GVRHDLWNDAPSNF RIQRHSQTTVEEDD KETISEGKVTLRIQNVRFS
QHDNTYRHLAWDYF EVWTPPLDHFPWHY DVTDTKLVYATYRE VTLRIQNVRFSDEGGYTCFF
YEKNGTRKRPRGAV FKNHIAGAPYEFYN RSIEGDSYPKSNDN DEGGYTCFFRDHSYQEEAAM
VFDLQTNQDAHQLH HLLEGHFEVREEQH RTDTAFAVPNAGWT TCFFRDHSYQEEAAMELKVE
SEVSWKENVPDEDD PNRLQDGKQWNTSN TERIKSELLGQNTK DHSYQEEAAMELKVEDPFY
NTMNWHLGCDFPFL FFDEIIHSCRSQNG NVDQSVKYHRVHSD GLLECCARCLVGAPFASLV
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SRRPMHHDPDDPHT DSTSGPVKTKAPVQ NRGLTDAYGAETRL LVGAPFASLVATGLCFFGVA
AINQRENHEKVEHG VTPRSNTPLRVQLK KTNYTNTAKNVKSI HCLGKWLGHPDKF
LAEVDHYMRGQDPR EYRKLTVQWYQPEE AKLRANTTWNPVYQ NTWTTCQSIAFPSK
EMKDAFGHLHGIRC VSLASSSARGDTYF NTVSSNVGKQFNYI PGKVCGSNLLSICKTAEF
VPFEFEIDFAQAQN GETRNPHMWLVGAG RPEIHAGSARFSED ARHGFLPRHRDTGILDSIG
KYTLSHSWHKIAMA VRFTLMETIYTVMS QDDTCETWIEADDN ILDSIGRFFSGDRGAPKRGS
RSSYHGKYGQSPMS EPLESAVDVYTKCG SERFKTSKLLTSEY GRFFSGDRGAPKRGSGKVPW
LFKTDRGVAHRTMD PVHYDFTFELILRM PSPKDSSLRPATSF GDRGAPKRGSGKVPWL
VDEEREGPQLERHC AFYLRTAHKPVVHR TDSQLWYLQQKIDK DRGAPKRGSGKVPWLKQSRS
YQQQRTSISSKWAD SITSFQDMRAPTSQ YDDDWDRKKAYTKP KRGSGKVPWLKQSRSP
DAAHKHHRDLGGQH EHSDWVIFWGIHNT KYEDDGVNRRTKND RGSGKVPWLKQSRSPLPSH
YRRKKRKQKYNQKV KNRADQTTSPHFWA HRLDWNEGMYSANA TRTTHYGSLPQKSQHGRTQD
HDDFQGPTWVPNTE TIVNHRGKAENADK QTEDEVKRNPNIEV YGSLPQKSQHGRTQDE
NYHMGDVEKPPGRT IPQWWQQDHETAPF LFSNGTVTRPKYSY ENPVVHFFKNIVTPRTP
KSTHHESWLKIVDY DDKLGKGSPIKSFD DKRTMDGTYDIKYD GRASDYKSAHKGFKGAYDAQ
LTKFENNETDSSNA NKAGWVVELAAKVY KQAPKEKGYSKDEW YKSAHKGFKGAYDAQGTL
SAAQSKSKRGGSET NTTDTSVKGNMAKD QAAYFHGERSAAGS SYDSIKLEPENPPPYEEA
DLICFSTVVRPFFG YPKNCIVLLFEWQD FRTETKRAQQHPTG
KPSASNYWKDWIER GYLVDDHAGLIATY VTDTHSGDSSSNLK
AKNENTRYFGNYTG KFIELTQTARKCAT RDQARQSVPCIRVK
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Abbildung 15: Signalintensitätshistogramme der IgM-Bindungssignale von hA-Patienten gegenüber
Peptidbibliothek P 918213,15.
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Abbildung 16: Signalintensitätshistogramme der IgM-Bindungssignale von nA-Patienten gegenüber
Peptidbibliothek P 918213,15, sowie einer Blank-Inkubation.
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